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Показания к применению

Диагностика инфекционных и неинфекционных, аллергических заболеваний; мониторинг за лечением.
Противопоказания 

Метод применяется в условиях in vitro и не имеет противопоказаний. Метод не применяется в случае невозможности получения у больных 2 мл крови.
Перечень необходимого оборудования

1. Центрифуга (1000 об/мин)

2. Камера Горяева или Солар

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
Описание технологии использования метода

Концентрации антигенов и аллергенов для реакции составляют: 0,01% растворы, 10-50 мкг/мл белка, 100-500 PNU аллергена или 0,1 ЕД его кожной дозы. Для каждого испытуемого антигена оптимальную дозу определяют в реакции с лейкоцитами здоровых доноров (не должно быть повреждения) и с лейкоцитами выявленных 2-3х больных с установленным диагнозом (тест-положительный).

Для исследования одного антигена (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 путем лизиса эри​троцитов 0,85% раствором хлорида аммония. Для испытания 10 и более антигенов берут из вены 10 мл крови в пробирку, в которую добавлено 20ед/мл гепарина. Используют суспензию неразделенных лейко​цитов, полученных из плазмы крови после её отстаи​вания 30-40 мин. Лейкоциты отмывают от плазмы раствором Хенкса, содержащим 0,1% человеческого или бычьего сывороточного альбумина, готовят их суспензию в концентрации 2х106/мл. 
Чувствительность реакции значительно повышается, если выделенные лейкоциты предварительно инкубировать ночь при 4°С в среде без сыворотки крови. После такой инкубации лейкоциты освобождаются от факторов, блокирующих их рецепторы. 0,0025 - 0,05 мл суспензий лейкоцитов смешивают с рав​ным объемом различных концентраций испытуемых и контроль​ных антигенов, к одной пробе (контроль) антиген не добавляют. Смеси лейкоцитов с антигенами инкубируют при 37°С в течение 30 мин. Все пробы дублируют. После инкубации смесь центрифугируют при 1000 об/мин 5 мин, надосадочную жидкость слива​ют, добавляют 2 капли 0,1% раствора трипанового синего, ресуспендируют и подсчитывают в камере Горяева процент живых неокрашенных и поврежденных - окрашенных лей​коцитов. Так как используют взвесь неразделенных лейкоцитов, то, так как лимфоциты крови в этой реакции не повреждаются, дополнительно определяют процент гранулоцитов среди них на окрашенных мазках и расчет ведут с учетом процента гранулоцитов.
 Для этого, каплю суспензии лейкоцитов наносят на предметное стекло, делают мазок, фиксируют и окрашивают азур-эозином.
Цитотоксический индекс (ЦИ) равен:
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где а – процент живых клеток в контроле после инкубации без антигена или с контрольным антигеном;  б – то же, но в опыте с антигеном; Г – процент гранулоцитов в данной суспензии (без лимфоцитов). 
Интерпретация результатов

Индексы больше 0,15 или более 14%  поврежденных клеток в опыте по сравнению с контролем, указывают на наличие сенсибилизации полинуклеаров к испытуемому антигену, т.е. не его этиологическую роль в данном заболевании. 
Возможные ошибки и их устранение. Контроль качества
 методов

1. Использование отрицательного контроля на специфичность при постановке реакции – отрицательная реакция с лейкоцитами доноров или неинфицированных больных. 
2. Контроль положительной  реакции. При визуальной оценке результатов реакции с лейкоцитами 2-3 больных с известным диагнозом и соответствующим антигеном – реакция положительная.
Медико-социальная диагностическая и экономическая эффективность метода
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 анализа ИФА составляет не менее 2,5 у.е., стоимость анализа предлагаемым способом составляет 0,2 у.е.

Область применения и предполагаемый уровень внедрения

Способ иммунодиагностики применяется в лабораториях ЛПУ и санитарно-эпидемиологических учреждений.
Хронометраж метода
	
	Процедура 
	Время, мин

	
	
	1 проба
	10 проб

	1. 
	Отстаивание сыворотки крови и плазмы с лейкоцитами и перенос в центрифужные пробирки 
	0,5
	2,5

	2. 
	Установка в центрифугу и центрифугирование
	1,5
	6

	3. 
	Добавление к осадку лейкоцитов антигена
	0,5
	5

	4. 
	Установка в центрифугу и центрифугирование
	1,5
	6

	5. 
	Отсасывание надосадочной жидкости и добавление к осадку лейкоцитов  раствора
	0,5
	5

	6. 
	Подсчет количества лейкоцитов в камере Горяева
	1
	10

	7. 
	Разведение суспензии 
	0,5
	5

	8. 
	Окраска 
	1
	2

	9. 
	Оценка реакции
	5
	15

	Всего
	12,5
	56,5


Обоснование целесообразности практического использования метода диагностики инфекционных и неинфекционных заболеваний с помощью реакции антигениндуцированного повреждения лейкоцитов (РАпЛ)
Основными методами иммунодиагностики заболеваний служат тесты выявления против патогенов в крови свободных антител различных изотипов IgG, IgM, IgE, реже IgA [1]. Однако известно [1, 3], 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 антигенам или аллергенам, 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 [1, 2, 4]. Поврежденные, окрашиваются трипановым синим, а живые нет [1, 2]. Это позволяет ей определять участие причинного агента в возникновении  заболевания.

Целью данной инструкции является разработка метода выявления причинных патогенов – инфекционных и неинфекционных антигенов и аллергенов для диагностики заболеваний путем оценки индуцированного ими специфического повреждения гранулоцитов. 
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Отчет 

о клиническом испытании метода диагностики инфекционных и неинфекционных заболеваний с помощью реакции антигениндуцированного повреждения лейкоцитов (РАПЛ)
1. Применение РАПЛ при инфекциях
Апробация РААЛ при инфекциях позволила установить, что положительные результаты наблюдаются у 65-80% больных с подтвержденным диагнозом (табл. 1). У больных с пневмониями РАПЛ достоверно чаще (<0,02) выявляла сенсибилизацию к пневмококкам, а при гнойных инфекциях стафилококковой этиологии – к стафилококкам (Р<0,001). 
В качестве антигенов использовались аллергены стафилококков, пневмококков и кишечной палочки, содержащие их полисахаридные фракции, производства (Казань, Россия) в дозе 0,1 кожной дозы (10 мкг белка на 1 мл). Так как даже здоровые постоянно контактируют с этими условно-патогенными бактериями и переболевают  инфекциями, вызываемыми ими, в том числе при микротравмах, то сенсибилизация к этим микробам встречается и у здоровых доноров. Однако уровень ее значительно ниже. У здоровых средний цитокический индекс был 0,15±0,06, а у больных ЦИ равен 0,22±0,05 (Р<0,05), что позволяет дифференцировать больных от имеющих сенсибилизацию здоровых, или другими заболеваниями.

Апробация РАПЛ при бактериальных минингитах ставилась с антигенами менингококков (менингококковая вакцина 10 и 50 мкг/мл), а также стафилококков для сравнения. Оказалось, что реакция была положительна у 80% (16 из 20) больных, что в целом диагностическая чувствительность выше, чем латексного теста для выявления антител при менингитах (55%, Р<0,05). В 12 случаях результаты РАПЛ совпадали с определением антител в латексном тесте (r=0,82), однако в 4 случаях  РАПЛ была положительной при отрицательном этом тесте. С другой стороны, РАПЛ на антигены менингококков была отрицательной у большинства больных при пневмониях, положительной только у 2 из 35 больных (Р<0,001) и у одного здорового. Возможно, в данных случаях была вакцинация менингококковой вакциной в анамнезе. 
Данная реакция позволяет определять роль реальных микроорганизмов в этиологии заболеваний и на этой основе осуществлять подбор антибактериальной терапии.

Таблица 1 – Результаты РАПЛ с причинными антигенами 

у больных инфекциями
	Заболевания
	Количество больных
	Бактериологический диагноз
	РАПЛ полож./отриц.

	
	
	
	Антигены (аллергены)

	
	
	
	стафилококка
	пневмококка
	кишечной

палочки
	менингококков

	1. Пневмонии
	35
	Пневмококки
	12/23
	32/3
	3/32
	2/33

	2. Гнойные инфекции
	32
	Стафилококки
	26/6
	5/27
	4/28
	0/32

	3. Бактериальные менингиты
	20
	Менингококки
	0/20
	1/19
	0/20 
	16/4

	4. Здоровые
	18
	Нет
	4/14
	3/15
	4/14
	1/17


2. Применение РАПЛ при аллергии
У больных бронхиальной астмой с сенсибилизацией к клещам и у больных крапивницей с непереносимостью местных анестетиков (новокаин, лидокаин) табл.2 РАПЛ оказалась специфичной. Положительные реакции наблюдались у больных астмой, с положительными кожными пробами на аллерген клеща, но не кошки. В то же время лейкоциты больных с крапивницей на местные анестетики подвергались апоптозу после добавления этих препаратов, но не других аллергенов. Эти результаты указывают, что РАПЛ может использоваться для диагностики аллергии.

Табл. 2 - Результаты РААЛ с причинными аллергенами у больных с аллергией
	Больные с диагнозом
	Количество больных
	Причинный агент
	РААЛ полож./отриц.

	
	
	
	антигены

	
	
	
	клеща
	новокаин
	кошки
	лидокаин

	1. Крапивница,  лекарственная аллергия на анестетики
	18
	Анестетики
	0/18
	12/6
	0/18
	7/11

	2. Бронхиальная астма
	22
	Клещи
аллергия
	21/1
	0/22
	2/20
	0/22

	3. Пневмонии
	20
	пневмококки
	0/20
	1/19
	0/20 
	0/20


ВЫВОД
Метод диагностики характеризуется тем, что антигены (аллергены) добавляют с суспензии лейкоцитов крови больных, затем инкубируют их 30 мин, добавляют трипановый синий и регистрируют окрашенные, подвергшиеся апоптозу гранулоциты крови больных. 
Наличие 15% и более поврежденных, окрашенных гранулоцитов или цитотоксического индекса более 0,15 указывает на этиологически значимый антиген (аллерген).
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