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(54) Способ определения антигенспецифического иммунитета при реактивных артритах
(57) Изобретение относится к медицине, в частности к иммунологии и ревматологии.
Данный способ диагностики реактивного артрита может быть использован в качестве лабораторного метода иммунодиагностики. Задачей изобретения является разработка нового лабораторного метода диагностики на основе изучения антигенспецифического иммунного ответа внутриклеточных иммуноглобулинов В-лимфоцитами периферической крови больных реактивным артритом.
Сущность изобретения состоит в том, что из венозной крови исследуемого больного путем центрифугирования крови на градиенте плотности верографинфиколл выделяют В-лимфоциты, инкубируют их с иерсинозным и хламидийным антигенами, вносят обработанную флюоресцеинизотиоционатом люминесцирующую сыворотку, регистрируют уровень флюоресценции и рассчитывают коэффициент синтеза иммуноглобулинов и при значении коэффициента равном 200 усл. ед. и более, определяют наличие антигенспецифического иммунитета при PeA. 1 н.п.ф., 3 табл.
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(54) Method for determining of antigen-specific immunity in reactive arthritis
(57) The invention relates to medicine, in particular, to immunology and rheumatology.

This method of diagnosis of reactive arthritis can be applied as a laboratory method of immunodiagnosis. The task of the present invention is to develop a new laboratory diagnostic method based on the study of antigen-specific immune response of intracellular immunoglobulins of peripheral blood B-lymphocytes of patients with reactive arthritis.

The gist of the invention is consist in that the B-lymphocytes are separated from the venous blood of the examined patients by centrifugation of blood at the verografin-fikoll (Sodium amidotrizoate) density gradient, then B-lymphocytes are incubated with Yersinia and Chlamidia antigens, and the luminescent serum, treated by fluorescein isothiocyanate is injected into the incubated material; the level of fluorescence is registered and the immunoglobulins synthesis coefficient is calculated, and when the value of the coefficient is 200 conventional units and more, the presence of antigen-specific immunity at the reactive arthritis (PeA) is determined. 1 independ. claim, 3 tables.
Изобретение относится к медицине, в частности к иммунологии и ревматологии.
Данный способ диагностики реактивного артрита может быть использован в качестве лабораторного метода иммунодиагностики. Реактивные артриты (PeA) - это воспалительные негнойные заболевания суставов, развивающиеся вскоре (обычно не позже чем через 1 месяц) после острой кишечной и урогенитальной инфекции (Насонов Е.В. Ревматология; Клинические рекомендации.- М.: «ГЕОТАР-Медиа». 2006. с.86; Насонова Е.В., Астапенко М.Г. Клиническая ревматология. - М.: «Медицина». 1989. С.20. С.359). Различают постэнтероколитическую (йерсиниозную) и урогенитальную (хламидийную) формы PeA. В подавляющем большинстве случаев этиологией постэнтероколитической формы являются йерсинии, а урогенитальной - хламидии. При этом, выявление йерсинии в кале и хламидии в соскобе из уретры свидетельствует о наличии этих инфекционных агентов в организме, но не доказывает наличие антигенспецифического иммунитета на антигены этих микробов. А именно наличие антигенспецифического иммунного ответа на йерсинии и хламидии приводят к развитию такой болезни, как PeA (Окороков А.Н. Диагностика болезней внутренних органов. Том 2. - М.: Мед. литература. 2003.С.161-162).
Известен способ определения антигенспецифического иммунного ответа при PeA, заключающийся в определении антител к йерсиниям и хламидиям в сыворотке крови (Насонов Е.В. Ревматология. Клинические рекомендации - М.: «ГЕОТАР-Медиа». 2006. С.88-89; Насонова Е.В., Астапенко М.Г. Клиническая ревматология. - М.: «Медицина». 1989 . С. 163-167) (1 способ).
Недостатком данного способа является то, что он основывается на определении реакции лимфоцитов по уровню антител к ним, что свидетельствует о недостаточной специфичности и чувствительности данной иммунологической диагностики PeA.
Известен также способ определения антигенспецифического иммунитета, заключающийся в определении реакции торможения лейкоцитов (РТМЛ) в присутствии антигенов путем параллельной инкубации лейкоцитов в стеклянных капиллярах с хламидийным антигеном (опыт) и без него (контроль), с последующим измерением показателя миграции лейкоцитов из капилляров и расчетом антигензависимого коэффицента торможения миграции (КТМ) (Меньшиков В.В. Лабораторные методы исследования в клинике.- М.: Медицина, 1987. С. 309-310). Используя в РТМЛ йерсиниозный и хламидийный антигены можно определять наличие антигенспецифического иммунитета при PeA (прототип). Недостатком данного способа является недостаточно высокая чувствительность диагностики за счет того, что измерение показателя миграции лейкоцитов из капилляров и расчет ведется не методом количественной цитофлюориметрии, который обладает большей объективностью и точностью. К тому же, здесь исследуется Т-клеточная реакция, которая играет второстепенную роль в эффекторных механизмах иммуногенеза PeA.
Задачей изобретения является разработка нового лабораторного метода диагностики на основе изучения антигенспецифического иммунного ответа внутриклеточных иммуноглобулинов В-лимфоцитами периферической крови больных реактивным артритом.
Поставленная задача решается тем, что способ определения антигенспецифического иммунного ответа основывается на определении реакции В-лимфоцитов к йерсиниозному и хламидийному антигенам. Способ осуществляют следующим образом. В-лимфоциты человека выделяют центрифугированием гепаринизированной венозной крови на градиенте плотности фиколлверографина (d=l,078 г/см). Собранные с интерфазы лимфоцитов (1-1,5 х 10 клеток/мл) дважды отмывают средой 199, ресуспендируют 1,0 мл физиологического раствора. По 0,1 мл суспензии вносят в две центрифужные пробирки, в одну (контроль) добавляют 0,05 мл физиологического раствора, в другую (опыт) - по 0,05 мл йерсиниозного и хламидийного антигенов в разведении 1:64. Пробы инкубируют 18 часов при 37°С во влажной камере. Инкубацию проводят в герметически закрытых пробирках. После инкубации культуру лимфоцитов однократно отмывают средой №199 и формируют монослой лимфоидных клеток по методу Красюка А.Н. и др. (Авт.св.SU №1174033//Открытия и изобретения. - 1985. Бюлл. №31) на чистом обезжиренном предметном стекле, а не прилипшие клетки смывают физиологическим раствором. Затем монослой клеток окрашивают меченной флюоресцеинизотиоционатом, люминесцирующей кроличьей сывороткой (объемом 0,05мл) против иммуноглобулинов человека (ФИТЦ сыворотка) в удвоенном рабочем титре и инкубируют 30 минут при комнатной температуре. Несвязанную часть ФИТЦ сыворотки удаляют путем отмывания физиологическим раствором. Мазки подсушивают и определяют показатель специфической флюоресценции лимфоидных клеток путем количественной цитофлюориметрии (КЦФ). КЦФ проводят оригинальным методом (Бененсон Е.В., Цай Е.Г. Авт.св. SU №1328757// Открытия и изобретения - 1987. Бюлл. 29) на базе микроскопа ЛЮМАМ-ИЗ, используя фотометрическую приставку ФМЭЛ-1. Источником возбуждения служит лампа ДРК-120, дающая стабильный разряд. Источник устанавливают по варианту освещения сверху. Световыделительная система устанавливалась по темнопольному варианту с темнопольным ОПАК-объективом малого увеличения 9*0,20 для обеспечения максимальной «скрещенности». Регистрацию интенсивности люминесценции осуществляют на ФЭУ-39А с базовым напряжением усилительного комплекса 1000-1500 вольт с выдачей результата на цифровой вольтметр в регистре 2-20 вольт. Цитофлюориметрию лимфоидных клеток осуществляют следующим образом: на произвольный участок препарата с помощью не возбуждающего освещения фокусируют объектив фотометра, в котором был предварительно убран один из микрозондов, с целью измерения со всей площади объектива. Измерение иммуноглобулин (ИГ) - синтезирующей функции лимфоцитов проводят в области 530нм, выделяя ее соответствующим интерференционным фильтром. После фокусирования, не возбуждающее освещение заменяют на возбуждающее, и проводят измерение суммарной флюоресценции (Ф), отражающей среднее количество ИГ, связанных с одной лимфоидной клеткой. Сравнивая уровни ИГ в опыте и контроле, рассчитывают коэффициент антиген-специфического синтеза иммуноглобулинов КАСИГ по формуле: КАСИГ =ИГопыт : ИГконтроль х 100 усл. ед.
Основные сравнительные исследования проводились в группах больных PeA постэнтероколитической и урогенитальной форм (40 человек по 20 человек каждой формы) и здоровых лиц (20 человек). Статистическую обработку материалов проводили с выведением критерия t-Стьюдента. Определение антигенспецифического иммунитета при PeA проводили 3 (тремя) способами:

-1. Путем обнаружения в сыворотке крови антихламидийных антител реакцией непрямой гемагглютинации (РИГА) (1 способ). РГНА-способ проводили с использованием диагностикума йерсиниозного и хламидийного сухого для РИГА (производства Пермского предприятия по выпуску бактерийных препаратов). За положительный результат РНГА-способа принимали наличие антийерисинозных антител в титре 1:200 и более при PeA постэнтероколитической (п/э) формы, и антихламидийных антител в титре 1:64 и более при PeA урогенитальной (у/г) формы (согласно инструкции диагностикума).

-2. Путем выявления РТМЛ в присутствии йерсиниозного и хламидийного антигенов при PeA постэнтероколитической и урогенитальной форм соответственно с выведением коэффициента КТМ в проценте от исходного (прототип). За положительный результат РТМЛ-способа принимали значения КТМ ниже 80% (в норме КТМ 80-120%).
-3. Путем оценки реакции иммуноглобулин-продукции В-лимфоцитов в присутствии йерсиниозного антигена при PeA п/э формы и хламидийного антигена при PeA у/г формы с выведением коэффициента КАСИГ (как описано выше) (заявляемый способ). За положительный результат предлагаемого способа принимали уровень КАСИГ, превышающий удвоенное значение dmax=М+2σ у здоровых (где d max- максимальное значение доверительного интервала: M-среднее арифметическое, σ-среднее квадратическое отклонение). При этом d max равнялось 199,2 усл. ед. Отсюда положительным результатом в предлагаемом способе считали значение КАСИГ, равное 200 усл. ед. и более.
Сравнительные исследования трех способов представлены в таблице 1.
Таблица 1

	Обследуемые 
	n
	Способ обследования

	
	
	1 способ M±m в тиграх
	Прототип M± m в %
	Заявляемый способ M± m в усл. ед.

	Здоровые 
	20
	1:37,1±5,9
	101,4±8,8
	146,7±5,02

	PeA у/г форма 
	20
	1:60,6±9,2
	88,6±6,3
	195,3±4,91

	PeA п/э форма 
	
	1:184,7±20,3
	87,1±5,9
	196,2±5,87

	t 
	
	2,15
	2,11
	4,07

	Р 
	
	<0,05
	<0,05
	<0,001


Примечание: t, P - достоверность различий между больными PeA и здоровыми.

Как видно из таблицы 1, по всем изучаемым показателям группа больных PeA достоверно отличается от группы здоровых лиц. Однако, если по результатам 1 способа и прототипа эти различия в группах больных PeA и здоровых лиц были минимально достоверны (р<0,05), то по результатам заявляемого способа эти различия были максимально достоверны (р<0,001). Также проведен сравнительный анализ частоты положительных результатов трех способов в обследованных группах. Результаты представлены в таблице 2, где абсолютное количество обследованных человек (абс.), количество людей в процентном соотношении (%).
Таблица 2

	Обследованные группы 
	Способ обследования
	
	
	
	

	
	1 способ
	
	прототип
	
	заявляемый
	

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Здоровые
	2
	10,0
	1
	5,0
	0
	0

	PeA у/г формы
	11
	55,0
	10
	50,0
	17
	85,0

	реА п/э формы
	10
	50,0
	8
	40,0
	17
	80,0


Из данных таблицы 2 следует, что у больных PeA у/г формы частота положительных результатов 1 способа составляет 55,0%, прототипа-50,0% и заявляемого способа -85,0%, а у больных PeA п/э формы - 50%, 40% и 80,0% соответственно. Таким образом, частота положительных результатов заявляемого способа - выше, чем прототипа и 1 способа.
На основании данных таблицы. 2, определяли чувствительность и специфичность сравниваемых трех способов определения антигенспецифического иммунитета PeA. Как известно, чувствительность метода - это частота положительных результатов у больных, а специфичность - частота отсутствия положительного результата у здоровых (Власов В.В. Эффективность диагностических исследований. - М.: 1988. С.33-34). Результаты исследования чувствительности и специфичности трех методов представлены в таблице 3.

Таблица 3
	Способы
	Чувствительность, %
	Специфичность, % 

	
	при PeA у/г формы
	при PeA п/э формы
	

	1 способ
	55,0
	50,0
	90,0

	прототип
	50,0
	40,0
	95,0

	Заявляемый способ
	85,0
	80,0
	100,0


Из данных таблицы 3 следует, что наибольшей чувствительностью (85,0% и 80,0%) и специфичностью (100%) обладает заявляемый способ. Отсюда, при определении антигенспецифического иммунитета при PeA вышеуказанными тремя способами, чувствительность заявляемого способа выше чувствительности 1 способа на 30,0% и 30,0% соответственно и прототипа на 35,0% и 40,0% соответственно, а специфичность предлагаемого способа выше специфичности 1 способа на 10% и прототипа на 5%.
Формула изобретения
Способ определения антигенспецифического иммунитета при реактивных артритах, включающий исследование антигенспецифической реакции лимфоцитов, отличающийся тем, что из исследуемой венозной крови выделяют В-лимфоциты, инкубируют с йерсиниозным и хламидийным антигенами, вносят люминесцирующую сыворотку, конъюгированную с флюоресцеинизотиоционатом, регистрируют уровень флюоресценции и рассчитывают коэффициент антигенспецифического синтеза иммуноглобулинов.
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