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Эндотоксины (ЭТ) грамотрицательной 
микрофлоры выступают в роли этиологического и 
патогенетического фактора при патологии инфек
ционного и неинфекционного происхождения 
[4,5,7]. Источником эндотоксина является как эк
зогенная микрофлора, так и аутофлора кишечника 
[6]. Определение доли участия бактериального 
эндотоксина в патогенезе аутоинтоксикации, поли- 
органной патологии и септического шока - задача 
актуальная, тем более, что до 40 % случаев септи
ческих состояний, с выраженной клиникой инток
сикации, не получают этнологического подтвер
ждения [8].

Существующие методы диагностики сис
темной эндотоксинемии обладают рядом недостат
ков: громоздки, малоэкономичны, связаны с ис
пользованием дефицитных, дорогостоящих ингре
диентов, часто позволяют выявлять лишь инте
гральные показатели [3]. Из методов непрямого 
серологического анализа наибольший интерес 
представляет реакция пассивной гемагтлютинации 
(РПГА). Многолетний научно-практический опыт 
использования РПГ А сотрудниками нашей кафед
ры для диагностики и сероэпидемиологнческой 
разведки различных инфекций (управляемых и 
неуправляемых средствами специфической профи
лактики) многократно подтвердил высокую эффек
тивность и надежность этого метода. Он практиче
ски не уступает по чувствительности реакциям 
иммуноферментного анализа и значительно пре
восходит их по показателям экономичности.

Опыт применения РПГ А с наборами ком
мерческих диагностикум о в “Антиэндотокс” и “Ди- 
аэндотокс”, для выявления антител (АТ) к эндо
токсину грамотрицательной микрофлоры в сыво
ротке крови здоровых доноров и больных с раз
личной органопатологией [2], побудил нас к разра
ботке наиболее рациональной методики данного 
теста.

Исходя из вышеизложенного, нами была 
поставлена цель - разработка методики приготов
ления эригроцитарного диагностикума (ЭД) на 
основе бактериального Re-гликолипида и отрабо
тать оптимальные условия выявления эндотоксин-

связывающих факторов в биологическом материа
ле с помощью РПГ А.

В качестве антигена-сенситина применяли 
гликолипид Re-хсмотипа S.minnesota. Для сенси
билизации использовали 1% суспензию эритроци
тов человека 1(0), Rh+, формалинизированных по 
методу' R.Weinbach, после обработки и без обра
ботки раствором танина. После формалинизации 
отмытые эритроциты доводили до 50% (по объему) 
взвеси стандартным солевым раствором с бычьим 
сывороточным альбумином (ССР с БСА).

При танизации к 0,1 мл 50% взвеси фор
малинизированных эритроцитов человека (ФЭЧ) 
добавляли 0,9 мл фосфатного буферного раствора 
(pH 7,2). К полученному 1 мл 5% взвеси добавляли 
1,5 мл раствора танина в рабочей концентрации 
1:20000, 2,5 мл смеси встряхивали на шуттель- 
аппарате 30 мин. при комнатной температуре. 
Эритроциты выдерживали 12 ч при комнатной 
температуре в растворе танина. После этого эрит
роциты трехкратно отмывали забуференным физ
раствором (ЗФР) в объеме 3,0 мл, ресуспензирова- 
лн в 1,0 мл ССР с БСА для получения 5% взвеси. 
При отсутствии спонтанной агглютинации в кон
троле танизированные ФЭЧ использовали в даль
нейшей работе.

Для стандартизации, оценки чувствитель
ности и специфичности РПГ А применяли сыворот
ку кролика, иммунизированного Rc-гликолипидом; 
нормальные сыворотки: человеческую, крупного 
рогатого скота, лошадиную, а также иммунную 
шигеллезную ослиную сыворотку. Сравнительные 
опыты ставили с диагностикумами коммерческой 
тест-системы “Антиэндотокс” НПК “Гематолог” .

Реакцию ставили микрометодом в панелях 
из набора “Такачи”. Готовили двукратные разве
дения стандартных и испытуемых сывороток в 
диапазоне 1:2 - 1:2048 в объеме 25 мкл на ЗФР pH 
7,2. В качестве стабилизатора использовали 0,1% 
раствор желатина для инъекций на 0,15 М фосфат
ном буферном растворе pH 7,2. В опытные и кон
трольные лунки вносили по 12,5 мкл 1% взвеси 
сенсибилизированных ФЭЧ. Панель помещали в 
термостат на 20 мин. при 37°С. Окончательный 
учет результатов проводили через 60 мин. по четы
рех плюсовой системе. Титром сыворотки считали 
наибольшее ее разведение, вызывавшее агглюти
нацию эритроцитов не менее, чем на два плюса.

Специфичность тест-системы подтвер
ждали в реакции торможения пассивной гемагглю- 
тинации (РТПГА, вариант РНАТ) с набором анти
генов белковой и небелковой природы. Достовер
ность получаемых результатов оценивали метода
ми вариационной статистики с использованием t- 
критерия Стьюдента.



Успешное конструирование эритроцитар- 
ных диагностикумов зависит от сочетания ряда 
факторов: концентрации сенситина, температуры 
сенсибилизации, pH растворов, экспозиции, нали
чия конъюгирующих посредников [1J.

При изучении влияния температурного 
фактора на процесс сенсибилизации ФЭЧ Re- 
гликолипидом (Re-ГЛ), с помощью РПГА испыты
вали активность нетанизированных эритроцитов, 
сенсибилизированных при 37, 45, 50, 55, 56, 60, 
6 ГС. Результаты (здесь и далее) оценивали по 
величине титров антител к Re-ГЛ, выявляемым в 
иммунной сыворотке (табл. 1). Исследования пока
зали, что сенсибилизация происходит во всем диа
пазоне испытанных температур, однако при раз
ных температурных условиях степень сенсибили
зации была различной. Наиболее высокие титры 
определялись в РПГА с ФЭЧ, сенсибилизирован
ными при 55°С. С повышением или снижением 
температуры титр антител снижался (t=2,06-7,46; 
Р<0,05-0,01), чаще наблюдапась спонтанная агг
лютинация эритроцитов, нечеткость контрол ей. 
Достоверных различий средних геометрических 
титров АТ в интервале температур 55-60°С не ус
тановлено, но поскольку максимааьные титры АТ 
к ЭТ в РПГА выявлялись при 55°С (в 66,7% опы
тов), эта температура сенсибилизации была ис
пользована в дальнейшей работе.
При сравнении степени сенсибилизации Re-ГЛ 
танизированных и не обработанных раствором 
танина ФЭЧ было установлено, что ЭД на основе 
нетанизированных ФЭЧ позволяет выявлять анти
тела в титрах (181,04±2,46) в 4 раза более высо
ких, чем ЭД на основе танизированных ФЭЧ 
(Р<0,01 при t=7,73). Кроме того, при постановке 
РПГА с сенсибилизированными ФЭЧ, обработан
ными раствором танина, чаще наблюдалось не
полное их оседание в контроле, склонность к спон
танной агглютинации. ЭД сохранял свои свойства 
не более двух недель. Учитывая это, в последую
щих опытах мы использовали ФЭЧ без танизации.

Была изучена активность ФЭЧ, сенсиби
лизированных при pH 6.4; 6,8; 7,2; 7,4; 8,0. Досто
верных различий в результатах РПГА при данных 
значениях pH не выявлено, но поскольку при pH 
7,2 были получены наиболее четкие результаты, в 
дальнейшей работе сенсибилизацию осуществляли 
при pH 7,2.

Для сенсибилизации эритроцитов исполь
зовали Re-ГЛ в исходной концентрации 400 
мкг/мл и его серийные разведения 1:2 и 1:4 (200 и 
100 мкг/мл соответственно). Наиболее эффектив
ную сенсибилизацию обеспечивал АГ в исходной 
концентрации, при этом средний геометрический 
титр составлял 172,1±1,57. Снижение концентра
ции Re-ГЛ в 4 раза (100 мкг/мл) приводило к 8- 
кратному снижению чувствительности РПГ А

(Р<0,01 при 1=5,85). При использовании АГ в кон
центрации 200 мкг/мл средний геометрический 
титр (111,42±1,84) не имел достоверных различий 
с титром, выявляемым при использовании цельно
го Re-ГЛ, но применение цельного антигена обес
печиваю более высокий процент обнаружения АТ 
в высоких титрах (1:128-1:256 - в 85,7±1,57% и 
60±2,11 % соответственно). Поэтому в дальнейшей 
работе для сенсибилизации ФЭЧ мы использовати 
Re-ГЛ в концентрации 400 мкг/мл.

В РПГА испытывали активность нетани
зированных ФЭЧ, сенсибилизированных Re-ГЛ в 
концентрации 400 мкг/мл, при температуре 55°С и 
pH 7,2 в течение 60, 90, 100, 120, 140 мин. (табл. 
2). Сенсибилизация происходит во всем диапазоне 
выбранных экспозиций, но степень се при различ
ных экспозициях была различной. Увеличение 
экспозиции приводило к достоверному повышению 
титров антител в РПГА. Наиболее высокая чувст
вительность диагностикума зафиксирована при 
сенсибилизации ФЭЧ в течение 120 мин. Даль
нейшее увеличение времени сенсибилизации при
водило к достоверному снижению титров АТ в 
РПГА. В последующей работе мы применяли экс
позицию 120 мин.

Специфичность полученного ЭД подтвер
ждали в РТПГА (PHАТ). В качестве антигенов 
использовали Re-ГЛ (400 мкг/мл), пирогенал (10 
мкг/мл), бычий сывороточный альбумин(500 
мкг/мл), липополисахарид (ЛПС) E.coli по West- 
phal (1000 мкг/мл). Диагностическую сыворотку 
применяли в рабочем разведении 1:32, определен
ном в предварительном опыте. Высокой тормозя
щей активностью обладал только гомологичный 
антиген (147,02±1,66), гетерологичные антигены 
такой активностью либо не обладали, либо она 
была в 52 раза ниже (ЛПС E.coli), чем у Re-ГЛ 
(Р<0,01 при t=7,18).

При постановке РПГА с различными сы
воротками установили, что высокие титры (1:128 и 
выше) определяются только в кроличьей реферснс- 
сыворотке, содержащей антитела к Re-ГЛ. В ос
тальных же случаях титр был достоверно нюке 
(в 12,6-15,8 раз; Р<0,05 при t=2,01-2,09) либо не 
определялся.

Чувствительность полученного ЭД оцени
вали в РПГА с гиперит!унной кроличьей сыво
роткой, а также в сравнительных опытах с исполь
зованием коммерческого диагностикума. Приго
товленный по разработанной нами методике ЭД 
позволял выявлять АТ к Re-ГЛ в максимальном 
для референс-сыворотки титре (1:256). Средние 
геометрические титров АТ к Re-ГЛ, выявленные с 
помощью собственного н коммерческого диагно
стикумов (190,2±1,45 и 209,99±1,37 соответстве- 
но), не имели достоверных различий (t=0,9; 
Р>0,05).



Таблица 1

Влияние температуры на процесс сенсибилизации ФЭЧ Rc-ГЛ

Температура
сенсибилизации

(°С)

Число
опытов

Средний 
Г сомстрическин 

титр

Достоверность различии
Группы сравнения t Р

37 8 58,68±3,88 1 и 4 2,06 Р<0,05

45 5 37,99±4,84 2 и 4 7,46 Р<0,01

50 4 98,05+3,65 3 и 4 4,37 Р<0,01

55 9 203,17± 1,42 4 и 5 1,83 Р>0,05
56 6 134,02±2,73 4 и 6 1,97 Р>0,05
60 5 92,10±3,87 4 и 7 2,11 Р<0,05
61 6 64,75±4,11

Таблица 2
Влияние экспозиции на процесс сенсибилизации ФЭЧ Re-ГЛ

Экспозиция 
( мин.)

Число
опытов

Средний гео
метрический 

титр

Достоверность различий
Группы сравнения t Р

60 2 11,31 ±2,90 1 и 4 6,60 Р<0,01
90 2 45,25±1,63 2 и 4 4,67 Р<0,01
100 3 101,59±1,49 3 и 4 2,69 Р<0,01
120 4 215,0±1,35 4 и 5 6,84 Р<0,01
140 2 22,62±2,61

Результаты проведенных исследовании 
позволили выбрать следующий режим приготов
ления ЭД на основе Re-ГЛ для РПГА: формалини- 
зированные эритроциты без посредника сенсиби
лизировали при pH 7,2 Re-гликолипидом в концен
трации 400 мкг/мл, в ультратермостате при 55°С, в 
течение 120 мин., встряхивая пробирки через каж
дые 15 мин. После трех кратного отмывания сен
сибилизированных эритроцитов от избытка АГ. 
ЭД применяли в виде 1% взвеси на ЗФР pH 7,2 для 
определения АТ к эндотоксину грамотрицатслъных 
бактерий в РПГА. Эритроцитарный диагностикум 
сохранял свои качества, при консервировании ази
дом натрия (1:20000) и хранении в рефрижераторе 
при +4°С, в течение 12 мес. (срок наблюдения).

При усовершенствовании методики поста
новки РПГА нам удалось уменьшить в 2 раза объ
емы используемых ингредиентов (в том числе и 
исследуемого материала) без снижения устойчиво
сти эритроцитарных систем. Благодаря примене
нию стабилизатора был сведен к минимуму про
цент неспецифической агглютинации сенсибили
зированных эритроцитов. Учет реакции стал воз
можен (при условии инкубации при 37°С) через 30 
мин., а не через 1,5 ч.

Таким образом, разработанная нами мето
дика позволяет получать высокоэффективный 
эритроцитарный диагностикум для выявления в 
РПГ А антител к наиболее общему компоненту эн
дотоксинов грамотрицательной микрофлоры - Re-

гликолипиду. Высокая специфичность системы 
подтверждается отсутствием перекрестных реак
ций с гетеро логичным и антителами и антигенами. 
Усовершенствованная методика постановки РПГА 
превосходит существующую по экономичности, 
позволяет получать четкие, воспроизводимые ре- 
з\ льтаты при выявлении антиэндотоксиновых ан
тител в сыворотке либо плазме крови и может 
быть использована для диагностики системной 
эндотоксинемии у больных с различной органопа
тологией.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ МЕ
ДИЦИНСКИХ И СОЦИАЛЬНО-ГИГИЕНИ
ЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА СОСТОЯНИЕ 
ЗДОРОВЬЯ ДЕТЕЙ МЛАДШЕГО ВОЗРАСТА
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Состояние здоровья детей в дошкольном 
возрасте во многом определяет дальнейший рост и 
развитие организма и имеет серьезное социально- 
экономическое значение (расходы из семейного и 
государственного бюджета, необходимость 
пребывания матери на больничном листе, а иногда 
невозможность для нее иметь постоянную работу 
из-за болезни ребенка).

Представляется весьма важным выявить 
иерархию факторов, оказывающих определяющее 
влияние на состояние здоровья детей младшего 
возраста с целью прогноза и обозначения 
основных направлений в проведении лечебно
профилактических мероприятий [2].

Было изучено состояние здоровья 98 детей в 
возрасте от 3 до 6 лет, посещающих детские 
дошкольные учреждения, и зависимость его 
показателей от влияния сорока трех факторов 
медицинского и социатьно-гигиенического 
характера.

Оценка состояния здоровья детей произво
дилась по итогам общей продолжительности 
заболеваний каждого ребенка, взятой суммарно за

3 года с различными диагнозами по фактам обра
щаемости за медицинской помощью по амбула
торной карте (форма 112/у - история развития 
ребенка). Изучааась также суммарно за 3 года даи- 
тельность временной нетрудоспособности матери 
по уходу за больным ребенком (лист временной 
нетрудоспособности и справка по уходу).

Данные о перинатальных факторах были 
взяты из карт наблюдения за беременными, 
историй родов и историй развития 
новорожденных. Группу перинатальных факторов 
составили сведения о состоянии генитальной 
сферы и наличии экстрагешггальных заболеваний 
до и во время беременности, паритете родов, 
особенностях течения беременности и родов и 
подробная характеристика состояния
новорожденного в период пребывания в роддоме 
(общее состояние, оценка по шкале АПГАР, масса 
тела, травматизм и болезни).

Сведения о возрасте и состоянии здоровья 
родителей отнесены к медико-биологическим 
факторам, а данные о составе семьи, материатьно- 
бытовых условиях, особенностях режима труда 
матери, образовании и образе жизни родителей - к 
социально-гигиеническим и получены путем 
анкетного опроса матерей.

Для выявления степени значимости влияния 
каждого фактора на заболеваемость детей был 
использован однофакторный дисперсионный ана
лиз с определением величины критерия достовер
ности влияния (фактор Фишера) по общепринятой 
методике [4]. При значении фактора Фишера 
равном 1,0 и более, показатель считался 
существенным, т.е. оказывал выраженное 
воздействие на здоровье ребенка. При определен™ 
значимости влияния изучаемого показателя на 
продолжительность болезни ребенка фактор 
Фишера обозначался как F1, а при определении 
его влияния на длительность пребывания матери 
на больничном листе и справке по уходу - как F2. 
Математическая обработка данных была 
произведена в НИИ математики и механики УРО 
АН РФ. Результаты исследования приведены в 
таблице.

При анализе влияния социальных факторов 
выявлено, что заболеваемость детей существенным 
образом зависела от таких показателей, как 
образование родителей, наличие полной или 
неполной семьи и количество детей. Более 
высокий уровень состояния здоровья детей 
обеспечивался заботой обоих родителей, особенно 
при их высоком образовательном цензе и 
наличием единственного ребенка. Присутствие в 
семье бабушки позволяло матери реже оставаться 
дома с заболевшим ребенком и не пропускать 
выходы на работу.


