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Предлагаемый метод диагностики аллергии на металлы с помощью реакции аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов (РАПЛ) позволяет достигнуть высокой диагностической эффективности, при методической простоте его выполнения и дешевизне.

Метод прост и доступен для стационаров районных, областных и республиканских больниц.
1. ПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ.

Диагностика аллергических реакций на металлы и металлические изделия.
2. ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ.

Метод применяется в условиях in vitro и не имеет противопоказаний. Метод не применяется в случае невозможности получения у пациентов 2 мл крови.
3.  ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ.

1.
Центрифуга (1000 об/мин).

2.
Камера Горяева.

3.
Стеклянные центрифужные пробирки 10 мл (100 шт.).

4.
Термостат.

5.
Автоматические дозаторы 20 – 200 мкл.

6.
Микроскоп с иммерсионным увеличением.

7.
Предметные стёкла (50 шт.).

8.
Иммунологические планшеты (10 шт.).
Реактивы.

1.
Физиологический раствор хлорида натрия на фосфатном буфере (ФСБ) рН 7,2 или раствор Хенкса (0,5 л).

2.
Трипановая синька.

3.
Набор антигенов или аллергенов (по необходимости).

4.
Бычий или человеческий сывороточный альбумин.

5.
Спирт ректификат 96ºС (100 мл.).

6. 
Азур-эозин.
7. 
0,85% раствор хлорида аммония.
4. ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МЕТОДА.

В качестве аллергенов используют растворы солей металлов в физиологическом растворе хлорида натрия: NiCl2, CrCl3, CoCl2– 0,01% растворы и CuCl2 – 0,001% раствор.
Для исследования одной концентрации аллергена достаточно 0,5 мл крови, для 10 – 3-5 мл (в зависимости от количества лейкоцитов). Из небольших количеств крови, взятой из пальца, лейкоциты выделяют пу-тем лизиса эритроцитов 0,85% раствором хлорида аммония. Для испы-тания 10 и более антигенов берут из вены 10 мл крови в пробирку, в ко-торую добавлено 20 ед/мл гепарина. Используют суспензию неразделен-ных лейкоцитов, полученных из плазмы крови после её отстаивания 30-40 мин. Лейкоциты отмывают от плазмы крови раствором хлорида натрия и готовят их суспензию в концентрации 2×106 в 1мл. 

0,25 – 0,05 мл суспензии лейкоцитов смешивают с равным объемом различных концентраций испытуемых аллергенов-растворов солей металлов, к одной пробе (контроль) аллерген не добавляют. Смеси лейкоцитов с аллергенами инкубируют при 37°С в течение 30 мин. Все пробы дублируют. После инкубации смесь центрифугируют при 1000 об/мин 5 мин, надосадочную жидкость сливают, добавляют 2 капли 0,1% раствора трипанового синего, ресуспендируют и подсчитывают в камере Горяева процент окрашенных лейкоцитов. 

Цитотоксический индекс (ЦИ) равен: (а–б): а × 100%
где а – процент окрашенных клеток в опыте после инкубации с аллергеном; б – то же, но в опыте без аллергена.
Интерпретация результатов.

Цитотоксические индексы больше 0,15 или присутствие более 14%  поврежденных клеток в опыте по сравнению с контролем, указывают на наличие сенсибилизации лейкоцитов к испытуемому аллергену, т.е. на его аллергическую этиологическую роль в данном заболевании.

5. ПЕРЕЧЕНЬ ВОЗМОЖНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ ИЛИ ОШИБОК ПРИ ВЫПОЛНЕНИИ МЕТОДА И ПУТИ ИХ УСТРАНЕНИЯ.

1. Использование отрицательного контроля на специфичность при постановке реакции – отрицательная реакция с лейкоцитами доноров или неаллергических пациентов. 

2. Контроль положительной реакции. При визуальной оценке ре-зультатов реакции с лейкоцитами 2-3 пациентов с известным диагнозом и соответствующим аллергеном – реакция положительная.
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ОТЧЕТ О ПРЕДВАРИТЕЛЬНОМ КЛИНИЧЕСКОМ ИСПЫТАНИИ НОВОГО МЕТОДА ОЦЕНКИ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ С НЕПЕРЕНОСИМОСТЬЮ МЕТАЛЛИЧЕСКИХ ВКЛЮЧЕНИЙ
Целью данной работы явилась оптимизация метода выявления сенсибилизации к металлам путем оценки индуцированного ими специфического повреждения гранулоцитов. 

Нами были обследованы пациенты с непереносимостью металлических изделий (застежек на одежде, бижутерии, посуды, монет, наручных часов, зубопротезных сплавов), у которых, по результатам аппликационного тестирования, выявлена аллергия на растворы солей: NiCl2 (n=35), CrCl3 (n=31), CoCl2 (n=24), CuCl2 (n=21). 
В контрольную группу вошли 26 практически здоровых человек, не предъявляющих жалоб на непереносимость металлов и не имеющие тяжелых общесоматических и гормональных заболеваний. Для большей точности результатов исследования (исключения положительных результатов за счет наличия сенсибилизации к металлам без характерных клинических проявлений) мы включали пациентов с количеством зубопротезных единиц не более 5, время пользования которыми составляло менее 5 лет.
Все пациенты, включенные в исследование, дали и собственноручно заполнили добровольное информированное согласие на участие в работе.

Сформированные группы сопоставимы по возрастной и половой категориям.

В группе пациентов с аллергией на раствор соли NiCl2 (n=35) у 28 (80%) пациентов результаты лабораторной диагностики были положительными и у 7 (20%) пациентов – отрицательными. 

У пациентов с аллергией на раствор соли CrCl3 (n=31) количество положительных результатов РАПЛ составило 24 (77,4 %), отрицательных 7 (22,6%) (таблица 1). 

В выборке группы пациентов с положительным аллергоанамнезом на раствор соли CoCl2 (n=24) положительные результаты РАПЛ наблюдались у 21 (87,5 %) пациентов, отрицательные у 3 (12,5%) пациентов. 

При обследовании пациентов при помощи РАПЛ на раствор соли CuCl2 (n=21) положительные результаты были получены у 16 (76,2%) пациентов, отрицательные у 5 (23,8%) пациентов.

В контрольной группе (n=26) наблюдались следующие результаты: при постановке РАПЛ с  раствором соли NiCl2 положительные результаты получены у 2 (7,7%) пациентов, отрицательные – у 24 (92,3%) пациентов; с  раствором соли CrCl3 положительный результат отмечен у 1 (3,8%) пациента, отрицательные результаты – у 25 (96,2%) пациентов; с раствором соли CoCl2 положительный результат выявлен у 1 (3,8%) пациента, отрицательные – у 25 (96,2%) пациентов; с  раствором соли CuCl2 положительные результаты отмечены у 2 (7,7%) пациентов, отрицательные – у 24 (92,3%) пациентов.

Возможность использования предложенных тестов аллергодиагностики оценивали, рассчитывая показатели диагностической чувствительности, специфичности и эффективности [1].

Положительные результаты РАПЛ в группе пациентов с выявленной in vivo сенсибилизацией к растворам солей металлов считали истинно положительными (ИП), а отрицательные – ложноотрицательными (ЛО). 

Отрицательные результаты у пациентов контрольной группы считали истинно отрицательными (ИО), а положительные – ложноположительными (ЛП).

Диагностическую специфичность теста (ДС) – способность теста давать отрицательные результаты у здоровых людей рассчитывали по формуле 1:

 (1)

	ДС=
	ИО
	х 100%

	
	ИО + ЛП
	


Диагностическую чувствительность теста (ДЧ) – способность теста выявить аллергию у больных рассчитывали по формуле 2: 

 (2)

	ДЧ=
	ИП
	х 100%

	
	ИП + ЛО
	


Диагностическую эффективность теста (ДЭ) – способность теста правильно отличать больных аллергией от здоровых рассчитывали по формуле 3:

 (3)

	ДЭ=
	ИП + ИО
	х 100%

	
	ИП + ЛП + ИО + ЛО
	


Где, ИО – истинно отрицательные, 

ЛО – ложноотрицательные, 

ЛП – ложноположительные результаты исследования,

ИП – истинно положительные. 

Ориентировочный расчет экономической эффективности производился с учетом стоимости реактивов, лекарств (цены аптеки Витебской областной клинической больницы), стоимости реагентов для проведения 100 исследований, стоимости оборудования для учета результатов, стоимости оплаты работы лаборанта за проведение 100 исследований, средней стоимости 100 исследований с учётом всех затрат, сопоставлении стоимости исследования с учетом всех затрат в процентном выражении.
По результатам РАПЛ в опытной и контрольной группах подсчитывалось количество истинно положительных (ИП), истинно отрицательных (ИО), ложноположительных (ЛП), ложноотрицательных (ЛО) результатов (таблица 1).

Разработанная реакция аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов для диагностики аллергии на металлические изделия оказалась эффективной у пациентов с непереносимостью металлов.

В результате обследования выборок опытной и контрольной групп (отличие между результатами обследования опытных и контрольной группами РАПЛ с pFisher<0,001) были установлены диагностические коэффициенты для РАПЛ с растворами солей металлов. 

Расчет диагностических коэффициентов для РАПЛ с раствором соли NiCl2:
ДС=(24/24+2) х 100%=92,3%

ДЧ=(29/29+6) х 100%=82,9%
ДЭ=(29 + 24)/(29 + 2 + 24 + 6) = 53/ 61х 100%=86,9%

Расчет диагностических коэффициентов для РАПЛ с раствором соли CrCl3:
ДС=(25/25+1) х 100%=96,2%

ДЧ=(24/24+7) х 100%=77,4%
ДЭ=(24 + 25)/(24 + 1 + 25 + 7) = 49/ 57 х 100%=85,9%

Расчет диагностических коэффициентов для РАПЛ с раствором соли CoCl2:
ДС=(25/25+1) х 100%=96,2%

ДЧ=(21/21+3) х 100%=87,5%
ДЭ=(21 + 25)/(21 + 1 + 25 + 3) = 46/ 50 х 100%=92%

Расчет диагностических коэффициентов для РАПЛ с раствором соли CuCl2
ДС=(24/24+2) х 100%=92,3%

ДЧ=(16/16+5) х 100%=76,2%
ДЭ=(16 + 24)/(16 + 2 + 24 + 5) = 40/ 47х 100%=85,2%

Вышеизложенное позволяет рекомендовать реакцию аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов, для диагностики аллергии на металлы у лиц с риском возникновения непереносимости металлических изделий, в особенности несъемных ортопедических конструкций. 

Использование метода диагностики аллергии в реакции аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов имеет определенные преимущества (большая простота метода, экономия в стоимости диагностических наборов, высокая производительность).

Метод предлагается использовать для диагностики аллергии на металлы. Преимуществом является то, что, предлагаемый метод имеет диагностическое значение, т.к. позволяет выявлять у больных причинно-значимый антиген или аллерген. С учетом того, что ИФА-системы для диагностики, как правило, импортные, стоимость одного определения методом ИФА составляет не менее 25 000 белорусских рублей, а стоимость одного определения методом составляет 1200 белорусских рублей.

Экономическое преимущество использования РАПЛ повреждения лейкоцитов для диагностики аллергии на металлы отражено в таблице 2.

Таким образом, оптимизированы условия постановки реакции аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов, выявляющей сенсибилизацию гранулоцитов к растворам солей металлов. Реакция обладает достаточно высокими чувствительностью, специфичностью и эффективностью и может быть рекомендована для широкого использования в клинике. Она имеет определенные преимущества перед другими методами диагностики аллергии in vitro: экономия времени проведения реакции и методическая простота, позволяют достигнуть высоких диагностических коэффициентов эффективности при обследовании РАПЛ:

с раствором соли NiCl2 (диагностическая чувствительность – 82,9%,  диагностическая специфичность – 92,3% и диагностическая эффективность – 86,9%); 

с раствором соли CrCl3 (диагностическая чувствительность – 77,4%, диагностическая специфичность – 96,2% и диагностическая эффективность – 85,9%); 

с раствором соли CoCl2 (диагностическая чувствительность – 87,5%, диагностическая специфичность – 96,2% и диагностическая эффективность – 92%);

с раствором соли CuCl2 (диагностическая чувствительность – 76,2%, диагностическая специфичность – 92,3% и диагностическая эффективность – 85,2%). 

Результаты реакции аллергениндуцированного повреждения лейкоцитов должны оцениваться в комплексе с данными других клинико-лабораторных исследований.

Авторы:






Д.К. Новиков 

В.В. Варганов
И.Ю. Карпук

Н.А. Карпук
Таблица 1 – Расчет диагностических коэффициентов для растворов солей металлов в группах, обследованных РАПЛ

	Растворы солей металлов
	ИП
	ЛП
	ИО
	ЛО
	ДЧ,%
	ДС,%


	ДЭ,%

	NiCl2 
	29
	2
	24
	6
	82,9%
	92,3%
	86,9%

	CrCl3 
	24
	1
	25
	7
	77,4%
	96,2%
	85,9%

	CoCl2 
	21
	1
	25
	3
	87,5%
	96,2%
	92%

	CuCl2 
	16
	2
	24
	5
	76,2%
	92,3%
	85,2%


Таблица 2 – Экономическая эффективность диагностики аллергии по реакции антигениндуцированного повреждения лейкоцитов

	Параметры
	Предлагаемый

метод 
	Иммуно-

ферментный анализ

	Стоимость реагентов для проведения 100 исследований
	5 $
	300 $

	Стоимость оборудования для учета результата
	250 $
	1 500 $

	Стоимость оплаты работы лаборанта за проведение 100 исследований
	1,25 $
	1,25 $

	Средняя стоимость 100 исследований  с учётом всех затрат
	20 $
	400 $

	Сопоставление стоимости исследования с учетом всех затрат в % выражении
	5%
	100%


ОБОСНОВАНИЕ ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТИ ПРАКТИЧЕСКОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИНСТРУКЦИИ НА НОВЫЙ МЕТОД ОЦЕНКИ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ 
С НЕПЕРЕНОСИМОСТЬЮ МЕТАЛЛИЧЕСКИХ ВКЛЮЧЕНИЙ
Основными методами иммунодиагностики заболеваний служат тесты выявления против патогенов в крови свободных антител различных изотипов IgG, IgM, IgE, реже IgA [2]. Однако известно [2, 4], что гранулоциты (нейтрофилы, эозинофилы, базофилы) несут на поверхности рецепторы для Fс-фрагментов иммуноглобулинов (Fc-рецепторы), которые связывают и иммуноглобулины-антитела из-за чего концентрация их в сыворотке крови снижается до неопределяемого уровня. При взаимодействии гранулоцитов, несущих антитела, с соответствующим антигеном или аллергеном, они повреждаются, что приводит к повышению проницаемости мембран, структурным изменениям хроматина, его фрагментации, а в итоге к повреждению, выбросу гранул с миелопероксидазой и другими ферментами [2, 3, 5]. Поврежденные, окрашиваются трипановым синим, а живые нет [2, 3]. Это позволяет ей определять участие причинного агента в возникновении  заболевания.

Целью данной инструкции по применению является разработка метода выявления причинных патогенов – металлов для диагностики аллергии путем оценки индуцированного ими специфического повреждения лейкоцитов. 
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