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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы диссертации

Все виды иммунопатологии представляют собой результат на­
рушений дифференцировки функции иммунокомпетентных клеток 
или их взаимодействия и регуляции. Для большинства из них харак­
терна генетическая предрасположенность, реализуемая через рецеп­
торы и функции клеток [Балаболкин И.И., 2003; Новиков Д.К., 2000, 
Cookson W., 1999].

Важнейшую часть иммунопатологии составляют аллергические 
заболевания и иммунодефициты. Обращает на себя внимание, что 
если аллергические заболевания четко связаны с участием в иммун­
ном процессе конкретных облигатных аллергенов, т.е. по существу 
являются антигенспецифическими, то иммунодефициты в этом от­
ношении являются преимущественно антигеннеспецифическими 
[Новиков Д.К., Сергеев Ю.В. 1999; Новиков Д.К., Новикова В.И., 
1996].

Как правило, при аллергических заболеваниях ведущее значе­
ние имеют методы специфической иммунодиагностики, которые ба­
зируются на выявлении свободных антител, присутствующих в био­
логических жидкостях, антител, связанных клетками системы им­
мунитета (СИ), а также сенсибилизированных лимфоцитов [Нови­
ков Д.К., Новикова В.И., 1996; Сергеев А.Ю. и др., 2000; de Week
A.L., 1997].

Другая ситуация наблюдается при иммунодефицитах (ИД). Ос­
нова ИД -  угнетение или полное недоразвитие какого-либо звена 
СИ, чем и объясняется недостаточность защиты и развитие инфек­
ций, вызываемых различными условно-патогенными микроорганиз­
мами [Караулов А.В. и др., 1997; Хаитов Р.И. и др., 2000; Новиков 
Д.К., 2003]. Правда, при любой форме ИД могут встречаться наибо­
лее распространенные виды возбудителей, однако в целом харак­
терно их разнообразие. Диагностика в этом случае базируется на 
оценке иммунного статуса по различным показателям СИ для ран­
него выявления в ней дефектного звена [Петров Р.В. и др., 1986; Ле­
бедев К.А., Понякина И.Д., 1990; Новиков Д.К., Новикова В.И., 
1996; Хаитов Р.М., Пинегин Б.В. и др., 1998; Сергеев А.Ю. и др., 
2000].

Методы оценки иммунного статуса и лабораторной диагно­
стики аллергических заболеваний должны обеспечивать высокий 
уровень диагностической значимости результатов обследования. 
Все они характеризуются различными качествами такими, как чув-
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ствительность, специфичность, достоверность, воспроизводимость, 
унифицированность, возможность автоматизации учета результатов, 
экономическая эффективность, время проведения анализа, безопас­
ность анализа для больного и персонала. Современные методы, ис­
пользуемые в иммунологии, обычно обладают высокой чувстви­
тельностью, однако многие из них по своим другим качествам не 
могут использоваться широко в клинической практике. Например, 
применяющиеся методы проточной цитометрии для фенотипирова­
ция клеток СИ [Пинегин Б.В. и др., 2002; Потапнев М.П., 2003] и 
радиоаллергосорбентный тест (РАСТ) для диагностики аллергии in 
vitro (Patterson R. et al, 1997; Crobach M. et al, 1998], обладают высо­
кими показателями чувствительности, специфичности, достоверно­
сти, воспроизводимости и автоматизации учета результатов, однако 
по своим экономическим затратам в настоящее время являются 
труднодоступными для клинических лабораторий в Республике Бе­
ларусь. Такие же методы фенотипирования лимфоцитов, еще ис­
пользуемые и сегодня, как реакции розеткообразования с теофил- 
лин-чувствительными, теофиллин-резистентными лимфоцитами уже 
устарели и не обладают достаточной специфичностью в определе­
нии хелперной и супрессорной субпопуляций лимфоцитов [Новиков 
Д.К., 1998]. С другой стороны, необходимо отметить, что определе­
ние антител класса IgE в крови для диагностики аллергии методами 
РАСТ и ИФА не всегда имеет достаточную корреляцию с этиологи­
ей и клиникой аллергии [Ботвиньева В.В. и др., 2000; Hipler U. et al, 
1999] из-за гетерогенности механизмов атопии [Bousquet et al, 1992; 
Scheurer S. et al, 2000].

Таким образом, проблема ранней диагностики иммунодефицит- 
ных и аллергических болезней, особенно учитывая, что диагностика 
аллергии in vitro предпочтительна с точки зрения безопасности 
больного, требует разработки новых методов, доступных для широ­
кого применения в клинических лабораториях.

Цель исследования

Разработка и клиническая апробация новых методов оценки иммун­
ного статуса и диагностики аллергических заболеваний.

Задачи исследования

1. Разработать методы оценки иммунного статуса на основе ста­
бильных диагностикумов с моноклональными антителами и
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апробировать их у детей с различными формами бронхитов и 
бронхиальной астмы (БА).

2. Выяснить возможность применения таких диагностикумов 
для прогнозирования течения бронхитов и бронхиальной аст­
мы у детей и для оценки эффективности иммунокоррегирую- 
щей терапии.

3. Разработать иммуноферментные методы выявления IgE- 
антител в сыворотке крови и слюне и апробировать их для ди­
агностики аллергии к пенициллинам и бытовым аллергенам.

4. Определить возможность выявления IgE-антител с помощью 
нового варианта ИФА с целью диагностики аллергии к пище­
вому красителю тартразину.

5. Изучить изотипоспецифический спектр (IgE, IgG, IgA, IgM) 
антител к бытовым аллергенам в сыворотке крови у больных 
бронхиальной астмой до и после пероральной аллерговакци­
нации и определить его связь с ее эффективностью.

6. Разработать методы диагностики аллергии к различным ал­
лергенам путем выявления антител, связанных гранулоцита- 
ми.

7. Изучить возможность диагностики аллергии путем определе­
ния сенсибилизации лимфоцитов к аллергенам.

8. Разработать комплексный подход диагностики аллергии к 
различным аллергенам путем выявления свободных антител, 
антител, связанных лейкоцитами и сенсибилизации лимфоци­
тов.

Связь работы с крупными научными программами, темами

Диссертация является частью плана НИР Витебского государ­
ственного медицинского университета по теме "Разработка новых 
методов диагностики в иммунологии и бактериологии" (шифр темы 
1994364); ОНТП «Разработать новые диагностикумы для оценки 
иммунного статуса и организовать их производство», номер госре- 
гистрации 20001180, 2000 г, ОНТП по договору №3/00 2000 г «Раз­
работать экспресс-методы и тест-системы для диагностики различ­
ных видов аллергии и организовать их производство».

Объект и предмет исследования

Объектом исследования были лейкоциты и сыворотка крови, 
слюна детей в возрасте 6-14 лет, больных острым бронхитом, ост­
рым обструктивным бронхитом, рецидивирующим бронхитом, ре­
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цидивирующим обструктивным бронхитом, аллергической бронхи­
альной астмой, детей контрольной группы и взрослых больных ал­
лергической и неаллергической бронхиальной астмой, аллергиче­
ским ринитом, лекарственной аллергией и доноров. Предметом ис­
следования являлись оценка иммунного статуса, иммунодефициты и 
диагностика аллергии у больных.

Методология и методы проведенного исследования

Отбор больных детей и взрослых для клинической апробации 
разработанных методов проводился на основании данных обследо­
вания и получения информированного согласия.

В работе использовались следующие методы исследования:
1. Общие клинические методы.
2. Общелабораторные методы.
3. Аллергологические методы обследования больных.
4. Иммунологические методы:

■ иммунофенотипирование лимфоцитов с использованием разра­
ботанных нами стабильных диагноста кумов на основе монокло­
нальных антител (мАТ) и диагностикума для определения липо­
полисахаридных рецепторов лимфоцитов; фенотип ирование 
лимфоцитов методом непрямой иммунофлюоресценции; фено- 
типирование лимфоцитов методом проточной цитометрии на 
проточном цитометре Bekson Dickenson.

* определение антител классов и субклассов IgE, IgGj, IgG2, IgGj, 
IgG4, IgA, IgM к бытовым, пищевым, пыльцевым и лекарствен­
ным аллергенам методами иммуноферментного анализа с помо­
щью как известных, так и новых разработанных тест-систем.

■ выявление антител, связанных с гранулоцитами крови, в реакции 
выброса миелопероксидазы (РВМ), реакции повреждения грану- 
лоцитов (РПГ), к бытовым, пыльцевым, пищевым и лекарствен­
ным аллергенам и пищевым красителям (тартразин).

■ выявление сенсибилизации лимфоцитов в тестах стимуляции ре­
цептора к ИЛ-2 аллергеном с помощью aHra-CD25- 
диагностикума и реакции подавления миграции лимфоцитов 
(РПМЛ).
Статистическую обработку полученных данных проводили ме­

тодами числовых характеристик (по критерию Стьюдента) с оцен­
кой распределения переменных и расчетом доверительных интерва­
лов, корреляционного анализа по Спирману и Кендалу, дискрими­
нантного анализа.
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Гипотеза

Иммунопатология включает иммунодефициты и аллергию для 
диагностики которых должны применяться разные методы. Аллер­
гические реакции гетерогенны по механизмам, поэтому при различ­
ных заболеваниях для диагностики аллергии необходимы методы, 
выявляющие разные изотипы антител и сенсибилизацию лимфоци­
тов.

Научная новизна и значимость полученных результатов

В работе впервые:
• разработаны и апробированы методы иммунофенотипирования 

лимфоцитов с помощью стабильных диагностикумов на основе 
моноклональных антител к CD3, CD4, CD8, CD22, CD23, 
CD2S, CD71 рецепторам лимфоцитов с регистрацией результа­
тов при обычной световой микроскопии;

• разработан и апробирован диагностикум для определения ли­
пополисахаридных рецепторов лимфоцитов; доказана возмож­
ность его использования для оценки иммунного статуса;

• установлены нарушения фенотипа лимфоцитов в совокупности 
с дисиммуноглобулинемией классов IgG, М, А, Е в сыворотке 
крови и иммуноглобулином А слюны в динамике у детей 
больных разными формами бронхитов и бронхиальной астмы;

• определена динамика и показана связь с клиническим течени­
ем заболевания ЛПС+-субпопуляции лимфоцитов при разных 
формах бронхитов и бронхиальной астмы у детей и установле­
но ее снижение при рецидивирующем бронхите в разгаре забо­
левания и периоде реконвалесценции, что указывает на имму­
нодефицит;

• на основе новых методов оценки иммунного статуса разрабо­
таны и апробированы модели клинико-иммунологического 
прогнозирования перехода острых форм бронхитов в рециди­
вирующие и обструктивных форм бронхита в бронхиальную 
астму у детей;

• доказана возможность диагностики аллергии к трем аллерге­
нам пенициллинов -  пенициллину, ампициллину и дериватам 
пенициллина в разработанной иммуноферментной тест- 
системе;

• разработан и апробирован иммуноферментный метод выявле­
ния IgE и IgG-антител к тартразину и показана возможность 
его применения для диагностики аллергии;
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• предложен и апробирован ИФА-метод диагностики аллергии 
по выявлению антител классов IgE, IgG4, IgA к бытовым ал­
лергенам в слюне;

• изучен в ИФА изотипический спектр антител. IgE, IgGb IgG2, 
IgG3, IgG4, IgA, IgM к бытовым аллергенам в сыворотке крови 
больных бронхиальной астмой до и после аллерговакцинации 
пероральной вакциной “Домал” и установлена связь ее эффек­
тивности не столько с уменьшением уровня IgE-антител, но и с 
динамикой антител других изотипов;

• выявлен наиболее часто встречавшийся тип динамики антител 
классов IgE, IgGb IgG2, IgGj, IgG^ IgA, IgM к аллергенам до­
машней пыли, перу подушки, D.farinae и D.pteronyssinus в сы­
воротке крови больных бронхиальной астмой после аллерго­
вакцинации, характеризующийся повышением IgG2-антител и 
IgM-антител, с одновременным снижением IgE-, IgA- и IgG4- 
антител, при неизменном уровне IgGi- и IgGa-антител;

• разработан и апробирован метод выявления антител, связан­
ных с гранулоцитами, в реакции выброса миелопероксидазы 
под влиянием аллергена, показаны его возможности в диагно­
стике аллергии;

• доказано аллергенспецифическое участие нейтрофилов в ал­
лергических реакциях, т.к. обнаружены антитела классов IgE и 
IgG к домашней пыли, березе и пенициллину в элюате нейтро­
филов больных, сенсибилизированных к этим аллергенам;

• разработан и апробирован метод выявления сенсибилизации 
лимфоцитов в тесте стимуляции рецептора ИЛ-2 аллергеном 
путем определения усиления экспрессии CD25-anTHrena с по­
мощью анти-СП25-диагностикума;

• установлено, что в большинстве случаев положительные реак­
ции на аллергены грибов Altemaria tenuis, Candida albicans, 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium Julvum и 
Rhizopus nigricans у детей больных атопической бронхиальной 
астмой имели смешанный вариант иммунного ответа: опреде­
лялись различные варианты сочетания IgE-антител, IgG4- 
антител, антител связанных с лейкоцитами и сенсибилизации 
лимфоцитов, что доказывает необходимость применения гумо­
ральных и клеточных методов диагностики аллергии;

• предложен комплекс методов, выявляющих различные изоти­
пы антител в крови и слюне, а также сенсибилизацию грануло- 
цитов и лимфоцитов для диагностики аллергии.



П рактическая значимость полученных результатов

1. Разработаны и апробированы стабильные диагностикумы для 
иммунофенотипирования лимфоцитов, которые предлагаются 
для исследования фенотипа лимфоцитов, что позволит выявить 
иммунодефицитные варианты заболевания.

2. Установлен характерный для каждой формы бронхита и брон­
хиальной астмы фенотип лимфоцитов по дифференцировоч- 
ным антигенам CD3, CD4, CD8, CD25, CD71, CD22, CD23, что 
дает возможность объективно контролировать течение заболе­
вания.

3. Предложен новый способ диагностики иммунодефицитных бо­
лезней -  определение рецепторов к липополисахариду на лим­
фоцитах, так как снижение их уровня указывает на иммуноде­
фицит.

4. Разработаные клинико-иммунологические модели прогнозиро­
вания перехода острых бронхитов в рецидивирующие и об­
структивных форм бронхита в бронхиальную астму предлага­
ются использовать для профилактики рецидивирующих, об­
структивных форм бронхитов и бронхиальной астмы у детей.

5. Раннее выявление среди детей с острыми формами бронхитов, 
группы риска по рецидивирующим бронхитам и бронхиальной 
астме, с помощью клинико-иммунологического прогнозирова­
ния, позволяет провести своевременную иммунокорригирую­
щую терапию и предотвратить рецидивы, снизить расходы на 
дальнейшее стационарное обслуживание, улучшить качество 
жизни, уменьшить затраты по листам нетрудоспособности ма­
тери при рецидивах.

6. Для более точной диагностики аллергии к пенициллинам пред­
ложен метод диагностики in vitro по трем аллергенам — пени­
циллину, ампициллину и дериватам пенициллина в иммуно- 
ферментной тест-системе.

7. Предлагается новый неинвазивный метод диагностики аллер­
гии по выявлению антител классов IgE, lgG4, IgA к различным 
аллергенам в слюне.

8. Для оценки эффективности аллерговакцинации предлагается 
использовать определение изотипического спектра антител 
различных классов IgE, lgGb lgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM и типа 
динамики антител.

9. Для выявления антител, связанных с лейкоцитами (нейтрофи­
лами) предлагается реакция выброса миепопероксидазы под 
влиянием аллергена.

-  7 -
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10. Для выявления сенсибилизации лимфоцитов предлагается тест 
стимуляции рецептора ИЛ-2 аллергеном и определением экс­
прессии С025-антигена с помощью анти-С025-диагностикума.

11. Разработаны протоколы минимального и максимального ком­
плекса методов для диагностики всех видов аллергии.

12. Разработанные методы лабораторной диагностики аллергии 
предлагаются применять в клинических лабораториях стацио­
наров и поликлиник и использоваться, как в отдельных случаях 
диагностики, так и для массовых скрининговых исследований. 
Предложенные методы внедрены в Витебской областной кли­

нической больнице и детской клинической больнице, ЦНИИ Грод­
ненского медуниверситета, ЦНИИ БелМАПО, Могилевском обл- 
кожвендиспансере, Институте клинической иммунологии и аллерго­
логии, г. Москва.

Основные положения диссертации, выносимые на защиту

1. Разработаны и апробированы стабильные диагностикумы на 
основе моноклональных антител к CD-антигенам лимфоцитов, 
а также диагностикум для определения липополисахаридных 
рецепторов лимфоцитов, которые рекомендуется использовать 
для характеристики фенотипа лимфоцитов и диагностики им- 
мунодефицитных заболеваний, а также для контроля эффек­
тивности им му но корригирующей терапии.

2. Комплексное клинико-иммунологическое обследование с по­
мощью стабильных диагностикумов выявляет ранние наруше­
ния иммунного статуса, позволяющие прогнозировать возмож­
ность перехода острых форм бронхита в рецидивирующие и 
обструктивных форм бронхитов в бронхиальную астму.

3. Установлено аллергенспецифическое участие нейтрофилов в 
аллергических реакциях и предложена реакция выброса мие- 
лопероксидазы под воиянием аллергена для оценки их сенси­
билизации.

4. Разработаны и апробированы иммуноферментные методы для 
определения различных изотипов антител в сыворотке крови и 
слюне.

5. Для диагностики аллергических заболеваний разработан ком­
плекс методов, выявляющих антитела в сыворотке крови и 
слюне, антитела, связанные с гранулоцитами крови и сенсиби­
лизацию лимфоцитов.
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Личный вклад соискателя

Автором самостоятельно выполнено: подбор групп больных 
для обследования, клиническое и лабораторное иммунологическое 
обследование детей больных различными формами бронхитов, ал­
лергологическое обследование in vitro всех больных, анализ и ин­
терпретация результатов, подготовка публикаций по теме работы.

Совместно с сотрудниками кафедры педиатрии Витебского го­
сударственного медицинского университета и аллергологического 
отделения Витебской клинической областной детской больницы 
проведено клиническое и аллергологическое обследование in vivo 
детей бронхиальной астмой.

При участии сотрудников кафедры клинической иммунологии и 
аллергологии с курсом повышения квалификации специалистов Ви­
тебского государственного медицинского университета и аллерго­
логического отделения Витебской клинической областной больницы 
проведено аллергологическое обследование in vivo и интерпретация 
результатов кожных проб взрослых больных бронхиальной астмой 
и аллерговакцинация больных бронхиальной астмой (доц. Л.Р. Вы- 
христенко).

Совместно с сотрудниками клинического отделения института 
аллергологии и клинической иммунологии г.Москвы проведено ал­
лергологическое обследование in vivo и интерпретация результатов 
кожных проб детей и взрослых больных бытовой, пыльцевой, пище­
вой и лекарственной аллергией.

Апробация результатов диссертации

Результаты исследований и основные положения диссертации 
доложены и обсуждены на 1-ой Международной конференции "Им­
мунодиагностика и иммунотерапия" (Витебск, 1995), на научно- 
практической конференции "Экология и здоровье детей" (Гомель, 
1996), на 1-ой, 2-ой и 3-ей Национальной конференции Российской 
ассоциации аллергологов и клинических иммунологов (Москва, 
1997, 1998, 1999), на III интернациональном симпозиуме " The Role 
of Bacteria and Viruses in Asthma and Other Allergic Diseases" (Поль­
ша, Zakopane, 1997), на 2-ой Центральной и Восточно-европейской 
конференции "Interasma" (Будапешт, 1997), 2-й Международной 
конференции и 1-м съезде БААКИ «Клиническая аллергология и 
иммунология, иммунодиагностика и иммунореабилитация» (Минск, 
1998), Всероссийской научно-практической конференции “Аллерги­
ческие заболевания у детей” (Москва, Россия, 1998), 2-ом Нацио­
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нальном Конгрессе РААКИ ( Москва, Россия, 1998), международной 
конференции "Interasma" (Паланга, Литва, 1999), XVIII Congress 
EAACI (Brussels, Belgium, 1997), III съезде иммунологов и аллерго­
логов СНГ (Сочи, Россия, 2000), VII конгрессе «Человек и лекарст­
ва» (Москва, Россия, 2000), IV, V, VI Всероссийской научной кон­
ференции с международным участием «Дни иммунологии в Санкт- 
Петербурге» (Санкт-Петербург, Россия, 2001, 2002, 2003), Европей­
ском конгрессе по астме (Москва, Россия, 2001), 2-м съезде имму­
нологов и аллергологов Беларуси (Витебск, 2004), 17-м Междуна­
родном конгрессе по астме (С.-Петербург, 2003), II Всемирном кон­
грессе по иммунопатологии, М., 2004 г, I (2003 г) и II (2004 г) Все­
российских конгрессах по медицинской м и к о л о ги и  ( г . Москва).

Опубликованность результатов

По материалам диссертации опубликовано 92 работы, в том 
числе 6 монографий и 2 учебных пособия в соавторстве, 26 статей в 
центральных журналах, 10 статей в сборниках научных трудов, 43 в 
тезисах научных конференций, 5 методических рекомендаций и ин­
струкций на метод М3 РБ.

Общий объем публикаций составляет 420 страниц, из них лич­
ный вклад автора 68%.

Структура и объем диссертации

Диссертация изложена на 218 страницах и состоит из введения, 
общей характеристики работы, обзора литературы, клинической ха­
рактеристики обследованных больных и материалов и методов ис­
следования, результатов собственных исследований, заключения, 
выводов, практических рекомендаций и списка литературы. Объем 
текста без таблиц и рисунков — 176 страниц. Библиография содер­
жит 332 источника, из которых 185 работ русскоязычных авторов и 
147 зарубежных. Работа иллюстрирована 57 таблицами, 28 рисунка­
ми и 3 выписками из историй болезни.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования

Настоящая работа выполнена на кафедрах клинической им­
мунологии и аллергологии и детских болезней Витебского государ­
ственного медицинского университета, на базах Витебской облает-



ной детской клинической больницы, Витебской областной клиниче­
ской больницы, клинического отделения института аллергологии и 
клинической иммунологии г. Москва.

Для решения поставленных задач было обследовано 310 детей 
с различными формами бронхитов и аллергической бронхиальной 
астмой и 48 здоровых детей в возрасте 6-14 лет, 231 больной аллер­
гической и неаллергической бронхиальной астмой, 38 атопическим 
дерматитом и 60 лекарственной аллергией с клиникой крапивницы и 
отека Квинке в возрасте 18-49 лет, а также 55 доноров.

Материалом для исследования служили клетки перифериче­
ской крови, сыворотка крови, слюна больных взятые в периоды раз­
гара болезни и реконвалесценции.

В работе использовались следующие методы исследования:
-  клинические и общелабораторные методы;
-  аллергологические методы и провокационные тесты.

Иммунологические методы:
1. Иммунофенотипирование лимфоцитов:

1.1. Определение иммунофенотипа лимфоцитов с исполь­
зованием разработанных новых стабильных диагности- 
кумов на основе частиц, покрытых моноклональными 
антителами (мАТ) к CD3, CD4, CD8, CD25, CD22, 
CD23, CD71 - рецепторам лимфоцитов, а также диагно- 
стикума для определения липополисахаридных рецеп­
торов лимфоцитов;

1.2. Сравнительное иммунофенотипирование лимфоцитов 
методом непрямой иммунофлюоресценции;

1.3. Иммунофенотипирование лимфоцитов методом про­
точной цитометрии на проточном цитометре Bekson 
Dickenson.

2. Определение в сыворотке крови иммуноглобулинов G, М, А 
и секреторного IgA в слюне методом иммунопреципитации в агаре.

3. Определение концентрации IgGb IgG2, IgG3 и IgG4 в сыво­
ротке крови человека методом ИФА проводили согласно инструк­
ции производителя («Полигност», С.-Петербург).

4. Для определения общего IgE в сыворотке крови использова­
лась иммуноферментные системы для определения общего IgE (сис­
темы НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, ПО «Аллер­
ген», г. Ставрополь и производства ООО «Полигност» г. Санкт- 
Петербург).

5. Определение антител различных классов и субклассов 
проводилось иммуноферментными методами в разработанных нами 
системах и известных тест-системах для сравнения (ПО «Аллерген»
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г. Ставрополь, «Dr. Fooke», «Полигност», С.-Петербург).
Использовались планшеты для ИФА производства Медполимер 

г. Санкт-Петербург и LIBRO США, в качестве коньюгатов - моно­
клональные антитела против IgG и его субклассов, IgE, IgM, IgA, 
меченные пероксидазой хрена (ООО «Полигност», С.-Петербург), 
индикатор ортофенилендиамин (ОФД) или тетраметилбензидин 
(ТМБ). Регистрацию активности иммуноферментной реакции про­
водили на иммуноферментном фотоэлектрическом анализаторе 
АИФ-ц-Olc производства ПО "Витязь" г.Витебск.

Для получения сопоставимых результатов различных серий 
опытов и исключения зависимости от активности компонентов им­
муноферментной реакции, результаты ИФА выражали в условных 
единицах (EU, Elisa Units).

6. Для выявления антител, связанных с гранулоцитами, ис­
пользовались новые и известные методы:

— разработанная нами реакция выброса миелопероксидазы 
(РВМ) из лейкоцитов под влиянием аллергенов;

— прямой тест дегрануляции базофилов (ТДБ);
— реакция повреждения гранулоцитов (РПГ)> кроме грибковых.

7. Для выявления сенсибилизации лимфоцитов использовались:
— тест стимуляции рецептора к ИЛ-2 с определением экспрессии 

рецептора CD25 с помощью анти- СЭ25-диагностикума, ново­
каином и пенициллином;

— реакция подавления миграции лимфоцитов (РПМЛ). 
Статистические методы. Статистическую обработку полу­

ченных данных проводили на ПЭВМ-IBM с использованием пакета 
прикладных статистических программ «Statgraphics» версии 3.0, 
«Statistica» версии 6.0. Для сравнения средних значений использо­
вался метод числовых характеристик с оценкой распределения пе­
ременных и расчетом доверительных интервалов. Связь показателей 
с помощью корреляционного анализа оценивали по методу Спирма- 
на и Кендала. Для решения диагностической задачи и определения 
диагностической ценности и информативности исследуемых при­
знаков был использован метод дискриминантного анализа, пакета 
многомерного статистического анализа.

Фенотипирование лимфоцитов диагностикумами 
с моноклональными антителами и ЛПС-диагностикумом

Мы разработали методы характеристики фенотипа лимфоцитов 
с помощью частиц, несущих мкАТ против соответствующих CD-
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маркеров. Нами была изменена схема характеристики фенотипа 
лимфоцитов следующим образом (этапы определения): выделение 
лейкоцитарной фракции крови; их инкубация с частицами, вклю­
чающими сферический носитель (синтетический или эритроциты), 
покрытые моноклональными антителами; подсчет образующихся 
розеток при световой микроскопии.

Полученные диагностикумы позволяют определить уровень 
популяций и субпопуляций Т- и В-лимфоцитов человека соответст­
венно: для определения Т-общих - aHTH-CD3 -диагностикумом, для 
определения Т-хелперов - анти-СВ4-диагностикумом, для определе­
ния Т-супрессоров/цитотоксических - анти-СВ8-диагностикумом, 
для определения субпопуляций В-лимфоцитов - анти-СВ22- 
диагностикумом и анти-СВ23-диагностикумом, для выявления ак­
тивированных субпопуляций -  анти-СВ25-диагностикумом и анти- 
CD71- диагностикумом, для выявления ЛПС+-лимфоцитов -  ЛПС- 
диагностикумом.

Сравнительное изучение специфичности диагностикумов было 
проведено при обследовании 6S детей с острым бронхитом (п=24), 
рецидивирующим бронхитом (п=21) и 33 здоровых детей в возрасте 
7 -14 лет.

При сравнении показателей фенотипа лимфоцитов здоровых де­
тей оказалось, что имеется достоверная (р<0,05) разница между 
уровнями CD3+ и СВ25+-лимфоцитов, определенных с помощью ан- 
ти-СВ-диагностикумов и уровнями СВЗ+ и СВ25+-лимфоцитов, оп­
ределенных с помощью метода проточной цитомегрии. Однако, ес­
ли уровень СВЗ+-лимфоцитов был выше при определении на про­
точном цитометре, то уровень СВ25+-лимфоцитов был достоверно 
выше (р<0,05) при детекции методом анти-СВ-диагностикума. По­
казатели СВ22+В-лимфоцитов не отличались.

При сравнении показателей лимфоцитов детей больных рециди­
вирующим бронхитом, сохранялись такие же различия между пока­
зателями, определяемыми разными методами. Уровень CB2S лим­
фоцитов, определяемый анти-СВ-диагностикумом, был выше по 
сравнению с двумя другими методами. Обращает на себя внимание 
тот факт, что снижение уровней СВЗ и СВ4 Т-лимфоцитов и увели­
чение уровня СВ25+-лимфоцитов при рецидивирующем бронхите по 
сравнению со здоровыми и больными острым бронхитом выявля­
лось всеми тремя методами в одинаковой степени. Различий в уров­
нях СВ22+В-лимфоцитов у детей с рецидивирующим бронхитом 
при определении разными методами не обнаружено.
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Иммунофенотипирование лимфоцитов 
при бронхитах у детей

Динамика фенотипа лимфоцитов при остром бронхите. Про­
веденное исследование фенотипа лимфоцитов у детей, страдающих 
острым бронхитом, выявило различия в острый период и во время 
реконвалесценции по сравнению со здоровыми детьми. Обнаружено 
достоверное снижение уровня CD3+ лимфоцитов у больных ОБ, как 
в относительных, так и абсолютных показателях (р< 0.05). Абсо­
лютные значения CD4+ и CD8+ лимфоцитов имели достоверное (р<
0.05) снижение как в острый период (ОП), так и в период реконва­
лесценции (РК) по сравнению со здоровыми.

Интересно изменялся уровень CD25+ лимфоцитов в динамике: в 
острый период отмечалось достоверное повышение относительных 
(р< 0.001) и абсолютных (р< 0.05) показателей; в РК сохранялось 
достоверное ( р< 0.05) повышение относительного уровня CD25+ 
лимфоцитов (22.2 ± 1,6%), но абсолютное количество уже не отли­
чалось от уровня CD25+ лимфоцитов у здоровых. Уровень CD7P 
лимфоцитов был достоверно выше уровня здоровых детей только по 
относительным (р<0,05) показателям и только в острый период. По- 
видимому, эти данные могут указывать на направление иммуноре­
гуляции в сторону снижения активационных процессов в период ре­
конвалесценции заболевания.

Количество лимфоцитов, несущих ЛПС-рецептор, снизилось 
как по относительным (р<0.01), так и по абсолютным (р< 0.01) ве­
личинам в острый период по сравнению с уровнем ЛПС-позитивных 
лимфоцитов у здоровых детей. В РК появилась тенденция к норма­
лизации количества ЛПС+-лимфоцитов, хотя абсолютный уровень 
оставался сниженным по сравнению (р<0.05).

Количество В-лимфоцитов, выявляемых нами по маркеру CD22, 
в острый период не изменялась по сравнению со здоровыми, однако 
в фазе реконвалесценции было установлено повышение уровня 
CD22+ лимфоцитов в сравнении с острым периодом и нормой (р< 
0,05).

Таким образом, при ОБ наблюдается изменение большинства 
показателей субпопуляций лимфоцитов, хотя процентные показате­
ли CD4+ и CD8+ лимфоцитов существенно не изменялись.

В периоде реконвалесценции сохранялась положительная связь 
уровней CD4+ с CD8+ ( г = 0.6368,р< 0.05) и устанавливалась связь 
CD8+ с ЛПС* лимфоцитами с г = 0.7058, р< 0.03.
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Фенотипическая характеристика лимфоцитов при остром 
обструктивном бронхите. У детей с острым обструктивным брон­
хитом достоверно повышалось относительное содержание CD25+ и 
CD71+ лимфоцитов в острый период и во время реконвалесценции 
(р<0,05). Относительное количество ЛПС-позитивных лимфоцитов 
снижалось в острый период по сравнения со здоровыми, уровень 
CD25+ в период реконвалесценции был ниже чем в острый период 
(р<0,05). Относительные показатели CD3+, CD4+, CD8+,
CD22+,CD23+ лимфоцитов и ИРИ не отличались от нормы.

Абсолютное количество CD3+ было снижено как в острый пе­
риод так и во время реконвалесценции (р<0,05), уровни CD4+ и 
CD8+ лимфоцитов снижались только в РК (р<0,05), а уровень CD25+ 
повышался только в острый период (р<0,05). Количество лимфоци­
тов несущих ЛПС-рецептор было достоверно снижено на протяже­
нии всего заболевания (р<0,05).

Корреляционный анализ позволил установить такую же корре­
ляционную зависимость между CD4+ и CD8+ лимфоцитами 
(г=0.7252, р<0,05) в острый период, как и при остром бронхите, но в 
периоде РК она не была достаточно значима. Вместе с тем в периоде 
реконвалесценции отмечалась умеренная обратная связь между 
CD25+ и ЛПС+-лимфоцитами с г=-0.5948, р<0,05.

Особенности фенотипа лимфоцитов у детей с рецидивирую­
щим бронхитом. Относительное и абсолютное количество CD3+ 
лимфоцитов у больных рецидивирующим бронхитом было значи­
тельно снижено (р<0.01) в острый период и оставалось сниженным в 
РК (р<0,05). Процентное содержание CD4+ в острый период было 
снижено до 29.4%, а в РК возвращалось к нижним границам нормы. 
Абсолютное значение CD4+ клеток оставалось сниженным и в ост­
рый период и во время реконвалесценции. Хотя относительное ко­
личество CD8* лимфоцитов достоверно не отличалось от величин 
нормы их абсолютное значение было достоверно ниже, чем у здоро­
вых детей, как в острый период, так и в РК (р<0,05). Показатели 
лимфоцитов, несущих ИЛ-2 рецептор, были значительно повышены 
в острый период (р<0,05). Однако в периоде реконвалесценции аб­
солютное значение CD25+ лимфоцитов не отличалось от нормаль­
ных показателей, но по сравнению с острым периодом относитель­
ное и абсолютное количества CD25* было ниже (р<0,05). Уровень 
CD71 лимфоцитов был выше, чем у здоровых детей по относитель­
ным показателям на протяжении всего заболевания, по абсолютным 
-  только в ОП (р<0,05). Количество ЛПС-позигивных лимфоцитов 
было сильно снижено в острый период по абсолютной (р<0.001) и
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относителыгой (р<0.01) величине и оставалось достоверно снижен­
ным в РК (р<0,05).

В острый период между CD25+ и ЛПС-позитивными лимфоци­
тами устанавливалась явная сильная обратная связь с г=-0.7429, 
р<0.01, тогда как в РК ее не обнаруживалось вообще. Количество 
ИЛ-2 рецептор несущих лимфоцитов также коррелировало с CD22+ 
в острый период (г=-0.6296, р<0,05), но в фазе реконвалесценции от­
сутствовал достаточный уровень значимости. Имелась умеренная 
корреляция ЛПС-лимфоцигов с CD22+ в острый период (г=0.5922, 
р<0,05).

Фенотип лимфоцитов детей больных рецидивирующим об­
структивным бронхитом. Исследование фенотипа при РОБ пока­
зало следующие специфические особенности иммунорегуляторных 
изменений исследуемых рецепторов (табл. 1).

Таблица 1
Уровни абсолютного (кл/ мм3) и относительного (%) содержания 
субпопуляций лимфоцитов у детей с рецидивирующим обструк­

тивным бронхитом в острый период (ОП) и период реконвалесцен-
ции (РК)

2 II U) о CD3+ CD4+ CD8+ CD25+ CD7T ЛПС+ CD22’ CD23+
ОП, % 43,1*

±3,3
31,4*
±3,5

20,2
±1,9

27,7*
±3,8

23,4*
±2,4

31,4*
±6,6

26,1
±2,3

19,2
±4,9

ОП, 
кл/ мм3 789* 

± 121
562*
±74

363*
±56

511*
±72

448*
±59

589* 
± 175

481
±64

347
±89

РК, %
48.0*
±2,7

32,9
±1,8

21,4
±1,7

21.0*-* 
± 1-5

24.0* 
± 19

43,2*
±5,0

24,6
±2,4

18,9
±3,8

РК,
кл/ мм3 818*

±96
561*
±72

406*
±48

359**
±50

408
±54

741* 
± 118

416*
±52

321
±62

ИРИ, ОП 1,57 ± 0,24
ИРИ,РК 1,74 ±0,12

Примечания: * - отличие от нормы с р<0,05; ** - отличие между ОП и пе­
риодом реконвалесценции с р<0,05.

У детей в активную фазу и период реконвалесценции заболева­
ния достоверно отличаются от контроля относительные и абсолют­
ные показатели уровня CD3+ лимфоцитов (р<0,05). Уровень CD4"
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достоверно снижен в острый период по относительной величине 
(р<0,05), но в РК не отличался от нормы. Абсолютное значение 
CD4+ было снижено на всем протяжении болезни.

Уровень CD25+ лимфоцитов был значительно увеличен в ост­
рый период (р<0.001) по относительным и абсолютным показате­
лям. В РК их процентное содержание было достоверно выше нормы 
(р<0,05), но ниже по сравнению с острым периодом (р<0,05). Их аб­
солютное количество в РК не отличалось от нормального уровня и 
было снижено по сравнению с ОП (р<0,05). Уровень CD71+ лимфо­
цитов был выше, чем у здоровых детей.

Количество ЛПС+ лимфоцитов существенно снижалось по обо­
им величинам в острый период (р<0.01), а в РК процентное отноше­
ние не отличалось от нормы, но абсолютное значение продолжало 
оставаться сниженным (р<0,05).

Фенотип лимфоцитов детей больных аллергической брон­
хиальной астмой (АБА). У детей с АБА в острый и межприступ- 
ный периоды относительные и абсолютные показатели субпопуля­
ций CD3+, CD4+, CD8+, CD22+ и ЛПС+ лимфоцитов достоверно не 
отличаются от уровней лимфоцитов здоровых. В то же время, уров­
ни CD25+, CD71+ и CD23+ лимфоцитов были достоверно выше как 
по относительным (р<0,05), так и по абсолютным величинам 
(р<0,05), их уровней у здоровых детей.

Результаты корреляционного анализа Спирмана между относи­
тельными величинами субпопуляций в острый период выявили 
сильную корреляцию CD4+ с CD8+ (г = 0,8750, р<0,01), сильную об­
ратную связь CD8+ и ИРИ” с г = - 0,7960, р<0,01, прямую корреля­
цию CD4+ с CD71+ (г= 0,5532, р<0,01) и обратную корреляцию 
CD25+ с ИРИ (г= - 0,5779, р<0,01).

Использование анти-СБ-диагностикумов для клинико- 
иммунологического прогнозирования течения бронхитов и 

бронхиальной астмы у детей

На основании клинико-иммунологических иммунограмм раз­
ных форм бронхитов и аллергической бронхиальной астмы у детей 
была создана клинико-иммунологическая модель прогнозирования 
перехода острых форм бронхитов в рецидивирующие и обструктив­
ных в бронхиальную астму. Для создания модели мы синтезировали 
группы иммунологических и клинических признаков с помощью 
одного из методов многомерного статистического анализа - дискри­
минантного анализа из пакета статистической программы Statgraph-

fer-'-бсчий государственный 1 
; ...
I ЬИьАИ 1 V?К
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ics. В ходе дискриминантного анализа были отобраны наиболее ин­
формативные признаки и составлена матрица обучающей информа­
ции по 11 -ти иммунологическим (показатели фенотипа и иммуног­
лобулинов) и 4-м клиническим характеристикам 4-х основных форм 
бронхитов и здоровых детей в острый период заболевания (п=177).

В результате появилась возможность с высокой степенью 
вероятности дифференцировать клинико-иммунологическое состоя­
ние организма у детей с разными бронхитами, подставляя нату­
ральные значения их клинико-иммунологических параметров в 
формулу построения модели дискриминантной функции. Для коли­
чественного выражения качественных признаков, при их наличии, 
за натуральную величину принимают 2, а при их отсутствии - 1.

На рис. 1 представлены координаты групповых центроидов и 
групп обучающей информации. Видно, что имеются четкие разли­
чия между группами больных ОБ, ООБ, РБ, РОБ и здоровыми деть­
ми по своим клинико-иммунологическим показателям. Однако, так­
же видно, что не у всех больных координаты по клинико­
иммунологическим признакам в системе координат F1- F2 дискри­
минантных функций находятся в пределах границ групп соответст­
вующих поставленному диагнозу. Это означает, что хотя по клини­
ческому диагнозу они относятся к одной группе их иммунологиче­
ская характеристика соответствует другой - той к координатам цен­
троида которой они относятся ближе по значениям своих дискрими­
нантных функций.

группа больных 
ООБ

здоровые
дети

° Ч 8

группа
'больных ОБI
1 о / а
В й _о „  

в  вп ов

« А д  А

W
группа больных 
РОБ

I  ■ ■■ ■ - а ■
Группа Я 
больных РБ •  ■

Рис. 1. Координаты групп обучающей информации в системе 
координат Fi, F2 -  дискриминантных функций.
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В связи с вышеизложенным, мы провели катамнестическое на­
блюдение за больными, имевшими несоответствие иммунологиче­
ских показателей с клиническим диагнозом. После проведения ка- 
тамнестического наблюдения за больными мы обнаружили, что де­
ти, у которых наблюдалось несоответствие клинического диагноза и 
иммунологической характеристики, в последующем поступали в 
стационар с клиническим диагнозом соответствующим их преды­
дущей иммунологической характеристике.

На основании клинико-иммунологических данных обследо­
вания и катанамнеза независимой выборки больных из 64 детей в 
возрасте 6-14 лет, с острыми формами бронхитов нами были опре­
делены диагностические специфичность (ДС- 93,5%), чувствитель­
ность (ДЧ- 83,3%) и эффективность (ДЭ-88,4%) метода клинико­
иммунологического прогнозирования (КИП) перехода острых брон­
хитов в рецидивирующие формы.

Для построения модели клинико-иммунологического прогно­
зирования перехода обструктивных форм бронхита в бронхиальную 
астму и течения заболевания нами был применен многомерный ста­
тистический метод -  дискриминантный анализ из пакета статисти­
ческих методов Statistica. С помощью метода пошагового дискри­
минантного анализа из всех полученных нами иммунологических и 
клинических показателей были отобраны наиболее информативные 
для построения матрицы обучающей информации. В дальнейшем 
она строилась по 9-ти иммунологическим и 3-м клиническим при­
знакам для групп детей больных острым обструктивным бронхитом 
(п=31), рецидивирующим бронхитом (п=30) и бронхиальной астмы 
(п=29).

Результатом дискриминантного анализа явилась возможность с 
высокой степенью вероятности дифференцировать клинико­
иммунологическое состояние организма у детей с обструктивными 
бронхитами и бронхиальной астмой, подставляя натуральные значе­
ния их клинико-иммунологических параметров в формулу построе­
ния модели дискриминантной функции (рис. 2).

В группе больных БА было наиболее высокое качество распо­
знавания -  96,6%. В группе ООБ один из 31 больного прогностиче­
ски отнесен в группу БА, а другой в группу РОБ. В группе РОБ 
один из 30 пациентов по своим клинико-иммунологическим показа­
телям отнесен в группу БА, другой в группу ООБ. В целом, так как 
качество распознования по группам превышает 90%, и значение 
р<0,001 можно считать построенную модель достаточно эффектив­
ной.



-20  -

Рио. 2. Координаты групп обучающей информации в сис­
теме координат Fi, F2 -  дискриминантных функций.

Для проверки работоспособности созданной модели нами бы­
ло проведено клинико-иммунологических обследование независи­
мой выборки из 58 детей в возрасте 6-14 лет, больных обструктив­
ными формами бронхитов и по результатам катанамнеза определе­
ны диагностические специфичность (ДС- 93,3%), чувствительность 
(ДЧ- 84,6%) и эффективность (ДЭ-89%) метода клинико­
иммунологического прогноза (КИП) развития бронхиальной астмы 
из обструктивных форм бронхитов.

Разработка и апробация методов определения антител 
в сыворотке крови и слюне при различных видах аллергии 

и после аллерговакцинации

Разработка иммуноферментной тест-системы для диагно­
стики аллергии к пенициллинам. Тест-система представляет со­
бой нитроцеллюлозные диски или планшеты для иммунофермент- 
ного анализа, покрытые коньюгатами пенициллина, дериватов пе­
нициллина и ампициллина с человеческим сывороточным альбуми­
ном (ЧСА), диски отрицательного контроля покрытые ЧСА, моно­
клональные антитела против lgE-антител и IgG-антител человека,
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связанные с пероксидазой хрена, хромоген —тетраметил бензидин 
(ТМБ) и субстратный раствор, содержащий Н20 2.

Принцип метода. На нитроцеллюлозных дисках или планшетах 
для ИФА сорбировали препараты пенициллина, конъюгированные с 
человеческим сывороточным альбумином. Добавляли сыворотку 
крови больного; IgE-антитела, если они в ней имелись, связывались 
с пенициллином. Не связавшиеся белки отмывали и добавляли анти- 
IgE-антитела, меченые пероксидазой. Количество связавшихся анти- 
IgE оценивали по интенсивности окраски после добавления переки­
си водорода и хромогена.

Нами было обследовано 34 больных, которые по данным анам­
неза и специфического аллергологического обследования in vivo со­
ставили группу больных лекарственной аллергией (ЛА) к препара­
там пенициллинового ряда (опытная группа) и 28 доноров не бо­
левших аллергическими заболеваниями, но получавших ранее пре­
параты пенициллинового ряда, которые составили контрольную 
группу.

В группе больных с достоверно выявленной аллергией к пре­
паратам пенициллинового ряда IgE-антитела к пенициллину, ампи­
циллину или дериватам пенициллина были выявлены у 76,6%. Не­
обходимо отметить, что у 8 IgE-негативных пациентов 6 больных 
имели IgG-антитела к пенициллину, ампициллину или дериватам 
пенициллина, а из 10 IgG-негативных пациентов 8 были IgE- 
позитивными. В контрольной группе доноров, не имевших аллергии 
к препаратам пенициллинового ряда, но получавших их ранее, IgE- 
позитивными были обнаружены у 14,4%, a IgG -  у 25,1%.

К пенициллину и ампициллину антитела обоих классов обна­
руживались с одинаковой частотой -  в 11,8% случаев. Только к пе­
нициллину IgE-антитела выявлялись у 11,8%, а IgG-антитела -  у 
29,3% больных. В контрольной группе среди позитивных ответов 
чаще встречались антитела к дериватам пенициллина: IgG-антитела 
в 17,9%, IgE-антитела в 7,2% случаев.

По данным наших исследований была определена диагностиче­
ская специфичность (ДС), чувствительность (ДЧ) и эффективность 
(ДЭ) предлагаемого метода диагностики аллергии к пенициллинам, 
по определению антител к трем аллергенам пенициллинового ряда 
(пенициллин, ампициллин, дериваты пенициллина) для трех вариан­
тов постановки метода: определение только IgE-антител, только 
IgG-антител и IgE-,IgG-антител. При определении антител к пени­
циллинам обоих классов достигается высокая ДЧ и ДЭ - 92% и 
84,9%, соответственно. Более низкое значение ДС при таком вари­
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анте определения антител к пенициллинам, объясняется наличием 
аллергенспецифических антител у некоторой части доноров.

Следовательно, определение IgE и IgG антител к 3-м видам ал­
лергенов наиболее достоверно позволяет диагностировать аллергию 
к пенициллинам.

Разработка и апробация методов определения изотипиче- 
ского спектра антител к бытовым аллергенам в слюне. Для вы­
явления антител в слюне использовали полистирольные стрипы с 
адсорбированными на них аллергенами домашней пыли, пера по­
душки, клещами D.farinae и D.pteronyssinus. Поскольку антитела 
классов IgE и IgG4 содержатся в слюне в значительно меньшей кон­
центрации (пкг) их определение проводилось с помощью биотини­
лированных моноклональных антител против IgE и IgG4.

Нами было обследовано 72 больных аллергической бронхи­
альной астмой в возрасте 1 8 - 4 2  лет. По результатам аллергологи­
ческого обследования, которое включало кожные пробы (скарифи- 
кационные, prick-тест), было сформировано 4 группы с достоверно 
выявленной сенсибилизацией к аллергенам домашней пыли (п=23), 
пера подушки (п=14), клещам D.farinae (п=16) и D.pteronyssinus 
(п=19).

Ко всем аллергенам в слюне чаще выявлялись антитела класса 
IgA, чем IgE -  всего по группам с достоверно выявленной сенсиби­
лизацией они имелись в 86,1% случаев, тогда как IgE в 73,6% 
(р<0,05). Антитела класса IgE в слюне чаще всего выявлялись в 
группе с сенсибилизацией к перу подушки 78,6%, а класса IgG4 к 
аллергенам клещей домашней пыли: к D.farinae -  в 75% и к 
D.pteronyssinus -  в 73,7%. Необходимо отметить, что из 19 IgE- 
негативных пациентов у 4 больных обнаруживались IgG4-aHnrrena к 
D.farinae и D.pteronyssinus, а еще у 5 выявлялись IgA-антитела к 
D.farinae и домашней пыли. В свою очередь из 21 IgG-негативных 
пациентов 7 были IgE-позитивными к домашней пыли и перу по­
душки, а 6 IgA-позитивными к D.farinae и домашней пыли. Из 10 
IgA-негативных больных, у 2 обнаруживались антитела класса IgE к 
перу подушки и домашней пыли, а еще 2 больных были IgG4- 
положительным к D.pteronyssinus. Антитела всех классов выявля­
лись - в группе с сенсибилизацией к домашней пыли у 6 больных, в 
группе с сенсибилизацией к перу подушки у 3 больных, в группе с 
сенсибилизацией к D.pteronyssinus у 7 больных, в группе с сенсиби­
лизацией к D.farinae у 4 больных.

В контрольной группе больных, не имевших аллергическими 
заболеваниями также отмечались положительные реакции, но дос-
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товерно (р<0,01-0,001) реже: к домашней пыли IgE-антитела обна­
руживались в трех случаях (15%), IgA-позитивными были -  20% 
больных; к перу подушки IgE-антитела обнаруживались у 10% из 
них, IgG4-aHTHTejxa -  в 5%, IgA-антитела -  у 15%; к D.pteronyssinus 
выявлялись IgE-антитела в одном случае (5%), антитела класса IgG4 
у 10%, а 10% были IgA-положительными; к D.farinae 10% были IgE- 
позитивными, 5% - IgG4-no3HTHBHbiMH, 15% - IgA-положительными.

По данным наших исследований была определена диагностиче­
ская специфичность (ДС), чувствительность (ДЧ) и эффективность 
(ДЭ) предлагаемого метода диагностики аллергии к бытовым ал­
лергенам в слюне, по определению антител классов IgE, IgG4 и IgA 
для разных вариантов постановки метода: определение только IgE- 
антител, только IgG4-aHTHTen, только IgA-антител и определение ан­
тител всех трех классов.

Иэотипический спектр антител сыворотки крови к быто­
вым аллергенам после пероральной аллерговакцинации боль­
ных бронхиальной астмой. В данном разделе работы изучена ди­
намика уровней активности антител различных классов и субкпас- 
сов иммуноглобулинов (IgE, IgGi, IgG2, IgG3, IgG^ IgA, IgM) к бы­
товым аллергенам в сыворотке крови больных атопической бронхи­
альной астмой после специфической аллерговакцинации (САВ) пе­
роральной аллерговакциной «Домал», созданной на основе водно­
солевого экстракта аллергена домашней пыли.

Программа и протокол исследования были рассмотрены и одоб­
рены Фармакологическим комитетом Республиканского центра экс­
пертиз и испытаний в здравоохранении и Комитетом по этике Ви­
тебской областной клинической больницы. Пациенты включались в 
исследование после подписания информированного согласия. За 
стационарный курс лечения больные получали в среднем 35 350 
PNU. Длительность курса лечения 14 дней. Уровень содержания 
специфических антител к аллергенам домашней пыли, перу подуш­
ки, D.farinae и D.pteronyssinus определяли до и после окончания 
стационарного курса САВ.

До аллерговакцинации чаще выявлялись антитела IgE и IgG3 
классов - в 14 и 15 случаях, соответственно. Реже определялись ан­
титела IgG2 субкласса, хотя среди них было больше всех сомнитель­
ных реакций (у 15 из 22 пациентов). После аллерговакцинации 
структура реакций менялась -  чаще положительные реакции были 
зафиксированы в отношении IgGi,IgG2 и IgG3 -  антител (16,16 и 14 
случаев соответственно, р<0,05). В 2 раза чаще, чем до аллерговак­
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цинации регистрировались положительные реакции среди IgM- 
антител (у 12 больных, р<0,01).

В 59% случаев уровень IgE-антител снижался после курса САВ, 
в 46% снижался уровень IgA-антител и в 36% снижался уровень 
IgG^-антител. У 72% больных отмечено повышение уровня IgG2- 
антител к домашней пыли и у 46% повышение IgM-антител. Отсут­
ствовала динамика больше всего среди антител классов IgGi и IgG3 
-  в 64% и 50%, соответственно.

К D.pteronyssinus снижение уровня антител после курса САВ 
отмечено: по IgA-антителам у 41% больных (р<0,05), по IgG4- 
антителам в 36% случаев (р<0,05), среди к IgE-антител у 23% боль­
ных (р<0,05). Следовательно, отмечалось уменьшение частоты вы­
явления не только IgE-антител, но и чаще (р<0,05) IgA и IgG4- 
антител. После аллерговакцинации чаще других классов иммуног­
лобулинов повышались уровни ^ 0 2-антител -  у 64% пациентов 
(р<0,05), IgM-антител у 32% (р<0,05) и IgG]-антител у 31% (р<0,05). 
В 27% случаев повышались уровни антител субклассов IgG3 и IgG4.

Структура положительных и отрицательных реакций к 
D.farinae во многом имела сходство с распределением реакций к 
D.pteronyssinus.

К D.farinae снижение уровня антител зафиксировано среди IgA- 
антител у 27% больных, у 23% снижались уровни IgE-, IgG3- и IgG4- 
антител (р<0,05). После аллерговакцинации наиболее часто повы­
шался уровень IgG2-aHTHTen -  у 55% больных, IgG3-airnmm у 41%, 
IgM-антител у 27% (р<0,05). Снижение уровней IgE, IgA и IgG4- 
антител к аллергенам и повышение IgGr- и IgM-антител коррелиро­
вало с клинической эффективностью САВ.

Выявление антител классов IgE, IgG к пищевому красителю тар- 
тразину в сыворотке крови больных. Первоочередной задачей в ходе 
разработки метода ИФА для определения антител классов IgE, IgG к тар- 
тразину в сыворотке крови было конъюгация тартразина с белком для по­
лучения антигена.

Конъюгат тартразин -  ЧСА сорбировали на полисгирольной микро- 
планшете для ИФА, после чего определяли наличие антител в сыворотках 
крови.

Нами было исследовано содержание антител классов IgE и IgG к тар- 
тразину в сыворотках крови 149 больных аллергическими заболеваниями и 
32 доноров (возраст 21-40 лег) с неотягощенным аллергоанамнезом.

IgE-положительными к тартразину чаще были пациенты в группе с 
пищевой аллергией -  28,9%. У детей с АБА в 18,8% и в группе с лекарст­
венной аллергией в 20,4% случаев IgE-антитела к тартразину выявлялись
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также чаще (р<0,05), чем у доноров (11,9%). IgG-положительные реакции 
наблюдались у больных с аллергией во всех группах с примерно одинако­
вой частотой (в группе с пищевой аллергией в 36,5%) и более часто, по 
сравнению с группой доноров (16,7%). Во всех группах исследуемых анти­
тела обоих классов в большинстве случаев обнаруживались одновременно.

Определение при аллергии антител, связанных лейкоцитами

Для диагностики различных видов аллергии нами разработана 
реакция выброса миелопероксидазы (РВМ) под влиянием аллергена. 
Сущность ее заключается в том, что после инкубации гранулоцитов 
с аллергенами в падосадочной жидкости определяется прирост ак­
тивности миелопероксидазы с помощью субстрат-хромогенной сме­
си (ортофенилендиамина или тетраметилбензидина и перекиси во­
дорода). По усилению окраски субстрат-хромогенной смеси по 
сравнению с контролем судят о наличии или отсутствии сенсибили­
зации гранулоцитов.

Для определения механизма аллергии выявляющейся в РВМ, 
нами была проведена элгоция антител с Fc-реценторов гранулоцитов 
в кислой среде (pH 5,0), с последующей ее нейтрализацией и опре­
делением их в надосадочной жидкости иммуноферментиым мето­
дом. Одновременно антитела IgE- и IgG-классов в элюате грануло­
цитов выявлялись не у всех обследованных пациентов, что говорит 
о преобладании IgE- или IgG-зависимого механизма сенсибилиза­
ции у конкретного пациента.

Для клинической апробации метода РВМ нами обследовано 218 
больных (бронхиальной астмой -  170), (атопическим дерматитом - 
30), (аллергическим ринитом — 18) с достоверной сенсибилизацией к 
бытовым (домашняя пыль, перо подушки), пыльцевым (береза, ов- 
сянница), пищевым (молоко, яйцо) и лекарственным (пенициллин) 
аллергенам.

Всем группам была проведена диагностика сенсибилизации к 
бытовым, пищевым, пыльцевым аллергенам и пенициллину в реак­
ции выброса миелопероксидазы, прямого теста дегрануляции базо- 
филов (ТДБ), реакции повреждения гранулоцитов (РПГ) и опреде­
ление свободных IgE-антител в сыворотке крови методом ИФА.

РВМ не уступала общепринятым методам диагностики аллер­
гии in vitro, наиболее высока достоверность при пищевой сенсиби­
лизации -  82,1%. Необходимо отметить, что при сравнении резуль­
татов, полученных разными методами, выборки положительных от­
ветов были неодинаковы, т.е. у больных, которые имели положи­
тельный ответ в одном тесте, в другом он был отрицательный и, на­
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оборОТ. Такой результат имеет в своей основе причиной то, что раз­
ные методы направлены на выявление разных механизмов аллергии. 
Так РВМ и РПГ выявляют в основном IgE- и IgG-антитела, связан­
ные лейкоцитами; корреляция между ними заметно сильнее, чем с 
другими методами, причем с более высоким уровнем значимости 
(табл. 2). В то же время ТДБ и определение свободных IgE-антител 
методом ИФА, выявляют только IgE-антитела (хотя их положитель­
ные выборки также не совпадают, что связано с наличием или от­
сутствием свободных IgE-антител в сыворотке крови или связанных 
с базофилами).

Таблица 2
Корреляционные связи результатов РВМ с ТДБ, РПГ и IgE- 

ИФА в группах исследуемых больных с достоверно выявленной ал­
лергией

Группы
больных

РВМ-ТДБ РВИ-РПГ PBM-IgE-ИФА
Коэффициент 

корреля- 
ции/уровень зна­

чимости

Коэффициент
корреля-

ции/уровень
значимости

Коэффициент 
корреля- 

ции/уровень зна­
чимости

1-я (п=54) 0,6874/0,05 0,8343/0,01 0,6015/0,05
2-я (п=б4) 0,7386/0,05 0,7992/0,01 0,6118/0,05
3-я (п=67) 0,6933/0,05 0,8204/0,01 0,6314/0,05
4-я (п=33) 0,6481/0,05 0,8114/0,01 0,6053/0,05

Выявление сенсибилизации лимфоцитов 
к различным аллергенам и ее корреляция с другими тестами

Повышение экспрессии активационных молекул CD2S, CD71, 
HLA-DR на мебранах Т- и В-лимфоцитов наблюдается в присутст­
вии аллергена или после проведения специфической иммунотера­
пии. Роль активированных CD25+ лимфоцитов, особенно с феноти­
пом CD4+CD25+ считается одной из центральных в регуляции им­
мунного ответа на аллерген протекающий с синтезом ИЛ-10 и фор­
мированием толерантности иммунной системы к аллергену [Нови­
ков Д.К., 2003].

Для диагностики различных видов аллергии нами предлагается 
реакция выявления сенсибилизации лимфоцитов к аллергенам, по 
определению усиления экспрессии на них рецептора к ИЛ-2 под 
влиянием аллергена. Сущность ее заключается в том, что с помо­
щью стабильного анти-СВ25-диагностикума на основе монокло­
нальных антител к a -цепи рецептора к ИЛ-2, определяется прирост
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CD25" -лимфоцитов после их инкубации лейкосуспензии с аллерге­
ном. По проценту этого прироста определяется наличие или отсут­
ствие сенсибилизации и аллергии in vitro и степень сенсибилизации 
к аллергену.

Для оценки специфичности метода нами было проведено обсле­
дование 20 больных аллергической бронхиальной астмой в возрасте 
6-12 лет с достоверно выявленной сенсибилизацией (по данным ал­
лергологического обследования in vivo) к домашней пыли, 16 взрос­
лых пациентов с лекарственной аллергией к новокаину в анамнезе и 
18 доноров.

Наибольшее количество положительных реакций в группах с 
сенсибилизацией к домашней пыли и новокаину было именно к 
причинно-значимому аллергену (85% и 93,7%). В группе доноров к 
этим аллергенам большинство реакций были отрицательными.

Для апробации метода выявления сенсибилизации лимфоцитов 
в тесте стимуляции экспрессии рецептора CD25 нами было обследо­
вано 68 детей в возрасте от 6 до 14 лет больных аллергической 
бронхиальной астмой сенсибилизированным по кожным пробам к 
бытовым и эпидермальным аллергенам. Учитывая, что плесневые 
грибы являются одним из компонентов домашней пыли и эпидер­
мальных аллергенов, в развитии и рецидивировании бронхиальной 
астмы (5А) важное место занимает грибковая сенсибилизация. Час­
тота выявления сенсибилизации к грибам у детей с БА по данным 
различных авторов варьирует сгг 5 до 66,3% [Новиков Д.К. и др., 
1998].

Сенсибилизация лимфоцитов к какому-либо грибковому ал­
лергену в тесте стимуляции экспрессии рецептора CD25 обнаружи­
валась у 47,1% (32) детей. Преимущественно выявлялась полива­
лентная сенсибилизация к аллергенам двух и более грибов. Монова­
лентной сенсибилизация была в 5 случаях к Altemaria tenuis в двух к 
Cladosporium fulvum, по одному к Rhizopus nigricans и к Candida al­
bicans. Наиболее часто встречалась сенсибилизация к Altemaria 
tenuis - 20,6%(14), к Rhizopus nigricans -  17,6% (12) и к Candida albi­
cans-  14,7%(10).

После проведения корреляционного анализа между методами 
выявления сенсибилизации в РПМЛ и тесте стимуляции экспрессии 
СЭ25-рецептора на лимфоцитах была выявлена прямая корреляция 
для всех аллергенов - самой сильной она была для Altemaria tenuis, 
Rhizopus nigricans и Candida albicans (соответственно г =0,7721, г 
=0,7126 и г=0,6508 при р<0,01).

У 55,9 % (38) обследованных детей с БА были найдены IgE- ан­
титела к аллергенам какого-либо из плесневых грибов. В 27,9% (19)
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случаях имелась сенсибилизация к одному аллергену, а у остальных 
- к нескольким, что чаще всего отмечалось аллергенам грибов 
Rhizopus, Cladosporium И Aspergillus. Наиболее часто (р<0,05) IgE- 
зависимые реакции встречались на аллергены таких грибов как А1- 
temaria tenuis и Candida albicans'. 26,5% (18 больных) и 23,5%(16 
больных) соответственно.

Нами был проведен анализ тестов на грибковые аллергены ка­
ждого ребенка с БА с учетом механизмов аллергических реакций, 
что позволило выявить следующее:

- в 26,5% (26 случаев) всех детей с Б А не обнаруживалась в 
сыворотке крови ни специфических иммуноглобулинов классов IgE, 
IgG4, ни сенсибилизации лимфоцитов или лейкоцитов к аллергенам 
грибов.

- в большинстве случаев (38,1%), положительные реакции на 
аллергены грибов имели смешанный вариант ответа -  у них опреде­
лялись различные варианты сочетания IgE-антител и/или IgG4- 
антител и/или сенсибилизации лейкоцитов и лимфоцитов;

- ответ только по IgE типу на аллергены грибов был выявлен 
всего у 10,3% (7) детей.( т.е. у этих детей на различные виды гриб­
ковых аллергенов определялись только антитела класса Е );

- н али ч и е  то л ь к о  Ig G 4-aHTHTen - у 5,9% (4) детей;
- только сенсибилизация лейкоцитов (в РВМ) -  у 11,8% (8) де­

тей
- только сенсибилизация лимфоцитов (JIC-CD25)- у 7,4% (5).
Таким образом, у детей с БА к грибковым аллергенам разви­

ваются различные комбинации механизмов аллергических реакций с 
участием как IgE-, IgG4- антител, так и сенсибилизированных ней­
трофилов и лимфоцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Диагностика основных видов иммунопатологии -  иммуноде- 
фицитных и аллергических болезней основывается на различных 
подходах: в первом случае на оценке иммунодефицитного статуса, 
во втором — аллергического, для чего нами предложены соответст­
вующие методы. Только совокупность этих методов обеспечивает 
высокую эффективность диагностики.

В результате проведенных исследований можно сделать сле­
дующие выводы:
1. Разработаны и клинически апробированы методы иммунофено- 

типирования лимфоцитов с помощью стабильных диагностику- 
мов на основе моноклональных антител против CD-антигенов, а
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также с липополисахаридом (ЛПС). Сравнительное испытание их 
с методами фенотипирования проточной цитометрией и реакци­
ей иммунофлюоресценции показало совпадение результатов 
иммунограмм. Достоинствами этих способов фенотипирования 
лимфоцитов являются удешевление стоимости анализа за счет 
исключения дорогостоящей аппаратуры и возможность широко­
го применения метода [2, 5, 8, 12, 20, 23, 25, 33, 34, 39, 48-51, 59, 
60, 69, 70].

2. При бронхитах у детей методом фенотипирования анти-CD- 
диагностикумами и ЛПС -диагностику мом обнаружены различ­
ные нарушения иммунного статуса. В острый период наблюдает­
ся дефицит Т-общих и Т-хеяперов, снижение уровня лимфоци­
тов, несущих рецепторы к липохголисахариду и повышение экс­
прессии маркера активации лимфоцитов - рецептора к интерлей­
кину-2; иммунокоррекция нивелирует эти изменения [2, 5, 8, 20, 
23, 25-29, 39, 40].

3. На основании анализа иммунограмм, полученных методом фено­
типирования анти-СО-диагностикумами и ЛПС-диагностикумом, 
выявления ранних нарушений иммунного статуса и катанамнеза 
созданы модели клинико-иммунологического прогнозирования 
перехода острых форм бронхитов в рецидивирующие и обструк­
тивных в бронхиальную астму [2, 5, 8, 12, 23, 33, 34, 39, 48, 60, 
69,71,76].

4. Разработаны иммуноферментные методы диагностики аллергии 
к пенициллину, его дериватам и красителю тартразину с опреде­
лением антител IgE и IgG в крови, обеспечивающее раннее выяв­
ление аллергии. Показано, что IgE- и IgG-антитела к тартразину 
выявляются у 46,2% больных с пищевой аллергией, 31,7% БА, 
30,6% лекарственной аллергией и у 19,1% доноров [1, 4, 6, 7, 8, 
10, 11, 13-19,21,22-24].

5. Разработаны иммуноферментные методы диагностики аллергии 
по выявлению антител классов IgA, IgE и IgG4 в слюне. Показа­
но, что содержание антител в сыворотке крови и слюне положи­
тельно коррелируют (г=0,6-0,8, р<0,05) между собой, однако не 
всегда наличие антител одного класса или субкласса в сыворотке 
крови сопровождается присутствием их в слюне, и, наоборот. 
Методы определения антител различных классов в слюне высоко 
эффективны и имеют преимущество, как не требующие инвазив­
ного забора материала [1, 4, 6, 7, 8, 13-19, 28, 29, 36-48, 51-68, 72- 
77].

6. Обнаружены антитела различных изотипов - IgE, IgGi, IgGj, 
IgG3, IgG,,, IgA, IgM к аллергенам домашней пыли, перу подуш­
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ки, D.farinae и D.pteronyssinus и грибам в сыворотке крови боль­
ных бронхиальной астмой с сенсибилизацией к бытовым аллер­
генам. После проведения пероральной аллерговакцинации изо- 
типический спектр антител к причинно-значимым бытовым ал­
лергенам в сыворотке крови больных бронхиальной астмой пре­
терпевали значительные изменения: снижались уровни IgE-, IgA- 
и 1ц04-антител и повышались уровни IgG2-, IgM-антител. Эти 
изменения указывали на клиническую эффективность аллерго­
вакцинации [18, 72, 83-86].

7. Разработана реакция выброса миелопероксидазы (РВМ), выяв­
ляющая сенсибилизацию гранулоцитов к аллергенам. РВМ обла­
дает достаточно высокими чувствительностью, специфичностью 
и эффективностью и рекомендована для широкого использова­
ния в клинике. Она имеет определенные преимущества перед 
другими методами диагностики аллергии in vitro: экономия тру­
дозатрат и времени проведения реакции; возможность скринин­
говых исследований; постановка тестов с аллергенами на кото­
рые нет тест-систем [4, 11, 14, 16, 24-28, 55-68, 75-87, 90].

8. Сенсибилизация лимфоцитов, определяемая по усилению экс­
прессии маркера активации ИЛ-2-рецептора - С025-антигена, 
выявляется при отсутствии IgE- IgG4- антител в сыворотке крови 
и антител, связанных с гранулоцитами, хотя в большинстве слу­
чаев имеет место смешанный тип иммунного ответа на грибко­
вые аллергены у детей больных атопической бронхиальной аст­
мой [4, 6, 50-66, 71 -74,78].

9. Разработан и апробирован комплекс методов, выявляющих раз­
личные изотипы свободных в крови и слюне и связанных лейко­
цитами антител, а также лимфоцитарную сенсибилизацию. Для 
достоверной иммунодиагностики необходимо определять раз­
личные изотипы антител (IgE, IgG].4, IgA, IgM) в сыворотке кро­
ви, слюне и связанные лейкоцитами больного, а также сенсиби­
лизацию Т- и В-лимфоцитов. Комплекс методов аллергодиагно­
стики in vitro позволяет диагностировать различные виды аллер­
гии даже в тех случаях, когда неприменимы тесты in vivo [1-18, 
22-38, 49-55, 69-74, 78-92].
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Практические рекомендации

1. Стабильные диагностикумы на основе моноклональных антител 
рекомендуются для исследования фенотипа лимфоцитов и вы­
явления иммунодефицитов, а также для мониторинга эффектив­
ности иммунокорригирующей терапии.

2. Диагностикум для определения рецепторов к липополисахариду 
на лимфоцитах рекомендуется для диагностики иммунодефи- 
цитных болезней.

3. С целью выявления детей группы риска по развитию рецидиви­
рующих форм бронхитов и бронхиальной астмы рекомендуется 
использование метода клинико-иммунологического прогнози­
рования на основе дискриминантного анализа иммунограмм в 
стационарах и поликлиниках.

4. Для более точной диагностики аллергии к пенициллинам реко­
мендуется выявление антител IgE и IgG классов в сыворотке 
крови к трем аллергенам -  пенициллину, ампициллину и дери­
ватам пенициллина в иммуноферментной тест-системе.

5. Наличие антител IgE и IgG классов в сыворотке крови, выяв­
ляемых иммуноферментным методом, позволяет обнаружить 
аллергию к пищевому красителю тартразину.

6. Диагностику аллергии к различным аллергенам рекомендуется 
осуществлять путем выявления антител классов IgE, IgG4, IgA в 
слюне.

7. Целесообразно использовать определение изотшгаческого спек­
тра антител различных классов IgE , Ig G i, IgG 2, IgG3, IgG.4, IgA, 
IgM и типа динамики антител для оценки эффективности алпер-
говакцинации.

8. Для диагностики аллергии необходимо выявление антител, свя­
занных с лейкоцитами, в реакция выброса миелопероксидазы из 
гранулоцитов под влиянием аллергена.

9. Выявление сенсибилизации лимфоцитов в тесте стимуляции 
экспрессии рецептора ИЛ-2 аллергеном с помощью анти-СЦ25- 
диагностикума -  необходимое звено в диагностике аллергии.

10. Рекомендуются применять протоколы минимального и макси­
мального комплекса методов диагностики аллергических забо­
леваний в клинических лабораториях стационаров и поликли­
ник.
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РЕЗЮМЕ
Новиков Павел Дмитриевич

НОВЫЕ МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ИММУННОГО СТАТУСА 
И ДИАГНОСТИКИ АЛЛЕРГИИ

Ключевые слова: оценка иммунного статуса, аллергены, IgE-, IgG4, IgA- 
, IgM-анпггела, сенсибилизация лейкоцитов, бронхиальная астма, бронхиты, 
лекарственная аллергия.

Объект исследования: 310 детей с различными формами бронхитов и 
аллергической бронхиальной астмой и 48 здоровых детей в возрасте 6-14 лет, 
231 больной аллергической и неаллергической бронхиальной астмой, 38 
атопическим дерматитом и 60 лекарственной аллергией с клиникой 
крапивницы и отека Квинке в возрасте 18-49 лет, а также 55 доноров.

Цель работы: разработка и клиническая апробация новых методов 
оценки иммунного статуса и диагностики аллергических заболеваний.

Методы: клинические, иммунологические, аллергологические,
статистические.

Разработаны и клинически апробированы методы иммунофено- 
типирования лимфоцитов с помощью стабильных диагностикумов на основе 
моноклональных антител против CD-антигенов, а также с 
липополисахаридом (ЛПС). Сравнительное испытание их с методами 
фенотипирования проточной цитометрией и реакцией иммунофлюорес­
ценции показало совпадение результатов иммунограмм.

Созданы модели клинико-иммунологического прогнозирования 
перехода острых форм бронхитов в рецидивирующие и обструктивных в 
бронхиальную астму.

Разработаны иммуноферментные методы диагностики аллергии к 
пенициллину, его дериватам и красителю тартразину с определением антител 
IgE и IgG в крови, обеспечивающее раннее выявление аллергии. Показано, 
что IgE- и IgG-антитела к тартразину выявляются у 46,2% больных с 
пищевой аллергией, 31,7% БА, 30,6% лекарственной аллергией и у 19,1% 
доноров. Разработаны иммуноферментные методы диагностики аллергии по 
выявлению антител классов IgA, IgE и IgG4B слюне.

Разработана реакция выброса миелопероксидазы (РВМ), выявляющая 
сенсибилизацию гранулоцитов к аллергенам. Установлено, что после 
добавления причинно-значимого, но не контрольного аллергена, к 
гранулоцитам. происходит выброс миелопероксидазы. Сенсибилизация 
лимфоцитов, определяемая по усилению экспрессии маркера активации ИЛ- 
2-рецентора - С025-антигена.

Область применения: аллергология-иммунология, лабораторная
диагностика аллергии и оценка иммунного статуса.
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РЭЗЮМЭ
HoeiKay Павел Дзм1трыев1Ч 

НОВЫЯ МЕТАДЫ АЦЭНК11МУННАГА СТАТУСУ 
IДЫЯГНОСТЫК1АЛЕРГП

Ключавыя слоны: ацэнка iMyHHara статусу, алергены, IgE-, IgG<, 
IgA-, IgV-антыцелы, сеюлбипзацыя лейкацыгау, брашояльная астма, 
лекавая алерпя.

Аб’ект даследавання: 310 дзяцей з розным формам! бранхггау,
-  з алсрпчнай бранх1яльнай астмай i 48 здаровых дзяцей ва узросце 6-14 
гадоу, 231 хворы на алерпчную i неалерпчную бранхшльную астму, 38 -  
на аташчны дэрматыт i 60 -  на лекавую алерпю з клшжай кратунщы i 
ацека Квшке ва узросце 18-49 гадоу, а таксама 55 донарау.

Мэта даследавання: распрацоука i клйпчная апрабацыя новых 
метадау ацэша iMyHHara статусу i дыягностыка алергалапчных 
захворванняу.

Метады: клгшчныя, 1муналапчныя, алергалапчныя.
Распрацаваны i клппчна апрабграваны метады 1мунафенатышравання 

Л1мфацьггау з дапамогай стаб!льных дыягностыкумау на аснове 
монакланальных антыцел супраць CD-антыгенау, а таксама з 
лшаполщукрыдам (ЛПЦ). Параунальнае вьшрабаванне ix метадам1 
фенатытравання прагочнай цытаметрыей i рэакцыей 1мунафлюарэсцэндЕЛ 
паказала супадзенне вынжау iMyHaipaM. Пры бранхггах у дзяцей методам 
фенатытравання ангы-СВ-дыягностыкумам1 i ЛПЦ выяулены розныя 
парушэнт iMyHHara статуса.

Створаны мадэл! клшша-гмуналапчнага прагназавання переходу 
вострых форм бранхлау у рэцыдьпируючыя i абструктыуных - у 
бранх1яльную астму.

Распрацаваны !мунаферментныя метады дыяшостык1 алерга да 
пенщылша, яго дзерыватау i фарбавальшка тартразгна з вызначэннем 
антыцелау IgE i IgG у крьш, яюя забяспечваюць ранняе выяуленне aneprii. 
Пасля правядзення пераральнай алергавакцынацьп 1затышчаси спектар 
антыцелау да прычынна-значымых бытавых алергенау у сываратцы крыв! 
хворых на бранх!яльную астму значна змяняецца.

Распрацавана рэакцыя выйду м1слапераксщазы (РВМ), якая выяуляе 
сеныбтзацыю грану лацьггау да алергенау. Сешябшзацыя Я1мфацытау, 
якая вызначаецца па усшенню экспрэси маркера актывацьл Ш-2-рэцэптара 
-  CD25-анты гена.

Вобласць прымянення: алергалопячмуналогш, лабараторная
дыягносггыка алергп i ацэнка iMyHHara статусу.
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SUMMARY
Novikov Pavel Dmitrievich

NEW METHODS OF THE ESTIMATION OF THE IMMUNE STATUS 
AND DIAGNOSTICS OF ALLERGY

Key words: estimation of the immune status, allergens, IgE-, IgG4-, IgA-, 
IgM-antibodies, sensitization of leukocytes, bronchial asthma, bronchitis, drug 
allergy.

Object of the study: 310 children with different types of bronchitis and 
— with allergic bronchial asthma and 48 healthy child, 231 patients with 

bronchial asthma, 38 -  with atopic dermatitis and 60 -  with drug allergy 18-49 
years old, and also 55 blood donors.

The aim of the study: development and clinical approval of new methods 
of the estimation of the immune status and diagnostics of allergic diseases.

Methods: clinical, immunological, allergological.
Methods of the immunophenotyping of lymphocytes with stable diagnos­

ticums based on monoclonal antibodies against CD-antigens, and also -  wife 
lipopolisacharid (LPS) were developed. Their comparative investigation with 
methods of phenotyping by the flow cytometry had diowed the coincidence of 
results of immunograms, indicated on immunodeficiency.

Models of clinic-immunological prognosis of the transformation of acute 
forms of bronchitis to recurrent and obstructive — to the bronchial asthma had 
been established. Immunofeimental methods of diagnostics of the allergy to the 
penicillin, its derivates and tartrasine dye with estimation of IgE-, IgG-, IgA- 
antibodies in blood serum and saline were developed. After peroral allegrovacci- 
nation by domestic allergens the levels of IgE-, IgG4-, IgA- antibodies were de­
creased and the levels of IgGr , IgM- antibodies were increased in patients with 
bronchial asthma.

The reaction of the releasing of myeloperoxidase from granulocytes was 
investigated. It was established that after addition of reasoning, but not control 
antigens to granulocytes the releasing of myeloperoxidase takes place. Sensitiza­
tion of lymphocytes was determined by increasing of the expression to IL-2; its 
participation in the allergy was demonstrated. Methods, revealing different iso­
types of free and connected to leukocytes antibodies in blood serum and saline, 
and also -  lymphocytes sensitization were developed and clinical approved. Pro­
tocols of minimal and maximal complex of tests for diagnostic of allergy were 
proposed.

Field of use: allergology-immunology, laboratory diagnostics of allergy 
and estimation of the immune status.
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