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Методические рекомендации

составлены кандидатом медицинских наук Г. П. Т р  у б и ц к о  й 
под редакцией профессора А. Н. Б о к о в а  и профессора 

А, И. П о л я к а

В методических рекомендациях описан разработанный на 
кафедре коммунальной гигиены РГМИ совместно с отделом 
иммунитета и аллергии ЦНИЛ способ определения аллерген
ной активности полимерных (материалов, используемых в стро
ительстве жилых и общественных зданий. Подробно изложены 
специфические методы аллергодиагностики in vitro и in vivo, 
рекомендуемые для выявления сенсибилизации организма.

Данные методические рекомендации направлены не столько 
на диагностику развившейся аллергической реакции, сколько 
на выявление наличия и степени сенсибилизации организма, 
как основного фактора, определяющего опасность развития 
явных аллергических реакций в ответ на воздействие комплек
сов химических веществ, мигрирующих из полимерных строи
тельных материалов.

Методические рекомендации предназначаются для специа
листов токсиколого-гигиенических лабораторий и практических 
врачей.



Бурное развитие промышленности, в том числе химиче
ской, широкая химизация народного хозяйства и быта неиз
бежно приводит к проникновению в среду обитания человека 
огромного числа различных химических веществ, многие из 
которых обладают аллергенными свойствами, с чем все ча
ще связывают рост числа случаев аллергических реакций и 
заболеваний (А, Д. Адо, О. Г. Алексеева, 1969; Е. С. Бруси
ловский, 1972; С. Я. Чикия и соавт., 1973).

В связи с растущими масштабами развития химической 
промышленности стала очевидной необходимость получения 
сведений о роли полимерных материалов, используемых в 
строительстве и быту, как фактора аллергизации организ
ма. Отсутствие в литературе сведений о факторе сенсибили
зации, связанном с ингаляционным воздействием сложных 
комплексов химических веществ, поступающих в организм в 
концентрациях и режиме, характерных для эксплуатации жи
лых и общественных зданий сделало необходимым разра
ботку методических подходов по изучению аллергенного эф
фекта полимерных материалов, чему и посвящены настоящие 
методические разработки.

Изучение аллергенной активности полимерных материа
лов в принципе возможно как в натурных, так и в моделиро
ванных условиях.

Данные, полученные в натурных наблюдениях, отобража
ют то положение, которое имеет место в практическич усло
виях. Особено ценно то, что подобные наблюдения осу
ществляются непосредственно на людях.

Однако наблюдения в натурных условиях, чаще при одно
временном контакте сразу с несколькими полимерными ма
териалами, а возможно влиянии и других неучтенных источ
ников, не позволяют оценить сенсибилизирующее действие 
каждого из полимерных материалов в отдельности. Особен-
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но трудно приспособить натурные условия для проведения 
исследований, связанных с разработкой новых полимерных 
строительных материалов в связи с необходимостью апроба
ции многих опытных образцов.

Отличительной особенностью изучения аллергенного эф
фекта полимерных материалов в моделированных условиях 
является возможность изучения как отдельных образцов, так 
и всевозможных сочетаний материалов на эксперименталь
ных животных с последующей экстраполяцией полученных 
результатов на человека.

I. ИЗУЧЕНИЕ АЛЛЕРГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 
ПОЛИМЕРНЫХ МАТЕРИАЛОВ В НАТУРНЫХ 

УСЛОВИЯХ

1. 1. Подбор объектов исследования
Обитаемый объект «опыт» (жилой дом, квартира, лечеб

ное или детское учреждение, общественное здание, учрежде
ние торговой сети и пр.) подбирается из числа зданий, вы
строенных с использованием тех или иных полимерных ма
териалов; при этом принимается во внимание наличие и по
лимерной мебели.

Объект «контроль», также обитаемый, подбирается ана
логичным по назначению, внутренней планировке, месту рас
положения в черте населенного пункта и прочим условиям. 
В объекте «контроль» не должно иметь места использование 
полимерных строительных материалов, в том числе и поли
мерной мебели.

1.2. Аллергологический анамнез
Выявляется анамнез как собственный (наличие аллерги

ческих проявлений в прошлом), так и семейный (наличия 
аллергических реакций и заболеваний у родственников по 
нисходящей, восходящей и боковым линиям). Особое внима
ние должно быть уделено выяснению контакта с химически
ми веществами и полимерными материалами.

1.3. Санитарно-химический контроль за состоянием 
воздушной среды

Приступая к санитарно-химическому исследованию в объ
екте «опыт», необходимо хорошо ознакомиться с рецептурой и
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технологией Изготовления использованных полимерных мате^ 
риалов, что позволяет выяснить перечень веществ, могущих 
мигрировать из него в воздушную среду. Целесообразно опре
делять вещества наиболее летучие и обладающие аллерген
ным действием. Количество анализов на каждое вещество 
следует принимать таким, чтобы в зависимости от разброса 
данных можно было бы получить достоверные результаты; 
обычно требуется выполнение 6 — 12 анализов. При отрица
тельных результатах достаточно 3—4 анализов.

Одновременно санитарно-химическое исследование состоя
ния воздушной среды осуществляется и в объекте «контроль» 
с определением тех же веществ, что и в объекте «опыт».

1.4. Выявление аллергизации организма
Для выявления наличия и степени аллергизации организ

ма, обусловленной контактом с химическими веществами, по
ступающими ингаляционным путем, следует использовать 
специфические методы аллергодиагностики с аллергенами 
in vitro. Для определения антител гуморальных — реакцию 
пассивной гемагглютинации (РПГА по О. Г. Алексеевой с 
соавт., 1971), клеточных — реакцию специфической агломе
рации лейкоцитов (РСАЛ ло И. Е. Сосонкину, 1968), реак
цию усиления пиронинофилии лейкоцитов (РУПЛ по 
А. М. Фиалковскому, 1974) или другие наиболее чувствитель
ные и воспроизводимые реакции. Все указанные реакции 
(РИГА, РУГ1Л и РСАЛ) в клинических условиях могут быть 
поставлены в любой период заболевания как при явных кли
нических проявлениях, так и для выявления латентной ста
дии химических аллергозов.

Для суждения о сенсибилизирующем воздействии газовоз
душной смеси, обусловленной использованием полимерных 
строительных материалов, при постановке указанных или 
других специфических реакций in vitro целесообразнее исполь
зовать весь комплекс водорастворимых веществ, могущих 
мигрировать из материалов (см. раздел 6 — Приготовление 
аллергенов, стр. 15).

2. ИЗУЧЕНИЕ АЛЛЕРГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 
ПОЛИМЕРНЫХ МАТЕРИАЛОВ В МОДЕЛИРОВАННЫХ 

УСЛОВИЯХ
Для определения аллергенного эффекта полимерных 

строительных материалов в моделированных условиях раз-
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работай способ (А. Н. Боков, Г. П. Трубицкая, 1975), кото
рый характеризуется следующими положениями:

— получение в экспериментальных условиях воздуха, с 
качественными и количественными характеристиками хими
ческого загрязнения, которые в достаточной стг шпя корре
лируют с натурными условиями эксплуатации материала;

— изучение сенсибилизирующего действия химических ве
ществ, мигрирующих в воздушную среду из полимерных 
строительных материалов, в эксперименте на морских свин
ках;

— режим затравки — ингаляционный круглосуточный не
прерывный;

— продолжительность затравки — 30 суток;
— сроки тестирования — на 14 и 30 сутки;
— методы аллергодиагностики — специфические с гапте- 

нами in vitro и in vivo.
Широкие возможности в реализации основных положений 

этого способа открывает использование методики исследова
ния полимерных строительных материалов в моделированных 
условиях (А. Н. Боков, 1968) и предназначенной первона
чально для изучения общетоксического действия их, которая 
позволяет:

— моделировать любые условия эксплуатации полимер
ных материалов;

— создавать любые режимы затравки и при необходимо
сти варьировать их;

— изучать сенсибилизирующее действие как отдельных 
образцов, так и всевозможных сочетаний материалов, а так
же многослойных конструкций и т. д.

Сущность указанной методики заключается в моделиро
вании ожидаемых условий эксплуатации материала в спе
циальных камерах — генераторах. К числу моделируемых 
факторов относятся температура воздуха, кратность воздухо
обмена, насыщенность помещений полимерным материалом, 
при необходимости — влажностный режим и другие условия.

Наружный воздух после очистки при помощи специальной 
воздуходувной системы с необходимой объемной скоростью 
подается круглосуточно во все опытные и контрольные ка
меры-генераторы, температурный режим создается и поддер
живается при помощи вложенных в обшивке камер-генера
торов нагревательных элементов, терморегуляторов и маг
нитных пускателей; размер образца устанавливается в каж
дом случае в зависимости от ожидаемой насыщенности в
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условиях эксплуатации материала и объема камеры-генера
тора. Последний регламентируется спецификой этапов иссле
дования и должен быть не менее 100—200 л при осуществле
нии санитарно-химических исследований, 1000—1200 л — при 
проведении биологических исследований, в том числе при 
изучении сенебилизирующего действия на организм полимер
ных строительных материалов. В процессе аллергологчческих 
исследований воздух из камер-генераторов подается в затра
вочные камеры объемом 100 л.

2.1. Условия эксперимента

Насыщенность, кратность воздухообмена, температура и 
пр. создаются в камерах-генераторах в зависимости от пред
полагаемого назначения и области применения материалов. 
Подопытным животным воздух подается из камер-генера го- 
ров объемом 1000 л, содержащих полимерные материалы, 
контрольным — из таких же камер-генераторов, но не со
держащих материалов.

2.2. Санитарно-химический контроль за состоянием 
воздушной среды

На протяжении всего периода эксперимента осуществля
ется санитарно-химический контроль состава воздушной сре
ды как в опытных, так и контрольных камерах-генераторах. 
Выбор определяемых веществ и установление количества ана
лизов см. п. 1.3.

2.3. Выявление аллергизации организма

Наш опыт изучения более 20 различных наиболее рас
пространенных полимерных строительных материалов в на
турных и моделированных условиях позволяет рекомендо
вать для выявления сенсибилизации организма, обусловлен
ной использованием полимерных материалов, методы специ
фической аллергодиагностики с гаптенами in vitro (напри
мер, РПГА, РУПЛ, РСАЛ) и in vivo (лишь в условиях экспе
римента) — конъюнктивальный тест (Г. П. Трубицкая, 1977). 
Учитывая, что сенсибилизация организма под воздействием 
химических соединений, мигрирующих из полимерных строи
тельных материалов, индуцируется преимущественно по за
медленному типу, для экспресс диагностики можно использо-
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вать лишь клеточные реакции с гаитенами in vitro и, в част
ности, как наиболее чувствительную из числа использован
ных нами — РУПЛ по А. М. Фиалковскому (1974).

При этом следует учитывать, что кожные пробы не при 
любых количественных и качественных характеристиках хи
мических загрязнителей, мигрирующих из полимерных строи
тельных материалов, дают информативные результаты, в свя
зи с чем кожно-аллергические реакции могут использоваться 
лишь в комплексе с рекомендуемыми нами методами аллер
годиагностики.

Ниже приводится подробное описание методов, рекомен
дуемых для выявления сенсибилизации организма, индуциро
ванной химическими веществами при ингаляционном поступ
лении их в организм.

В приложении указан перечень и других методов аллер
годиагностики, довольно часто используемых гигиенистами 
в процессе иммунологических исследований.

3. РЕАКЦИЯ УСИЛЕНИЯ ПИРОНИНОФИЛИИ 
ЛЕЙКОЦИТОВ ПО А. М. ФИАЛКОВСКОМУ

Принцип предложенного А. М. Фналковаким (1974) мето
да — РУПЛ состоит в определении разницы содержания РНК 
по (Brachet, 1940) в мазках крови, предварительно обрабо
танной и необработанной предполагаемым аллергеном.

ТЕХНИКА ПОСТАНОВКИ РЕАКЦИИ

3.1. Препарат «опыт»
В парафинированную пробирку вносят 0,1 мл крови испы

туемого, 0,1 мл аллергена и помещают в термостат при 37°С 
на 2 часа, периодически (через каждые 30 мин) слегка встря
хивая. Затем готовят тонкий мазок, фиксируют его безвод
ным этиловым спиртом (1—2 капли на мазок), а затем в 
жидкости Карнуа (10 мня), проводят через спирт (1—3 мин), 
промывают « дистиллированной воде (2—3 смены ), окраши
вают краской метилгрюнпиронин (10—20 мин), которую смы
вают дистиллированной водой (15 сек), хорошо сушат филь
тровальной бумагой.

3.2. Препарат « к о н т р о л ь  л е й к о ц и т о в »
В парафинированную пробирку вносят 0,1 мл крови испы-
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туемого и 0,1 мл 3,8% раствора цитрата натрия. Остальное 
см. «препарат опыт».

3.3. Препарат « к о н т р о л ь  а л л е р г е н а »
В парафинированную пробирку вносят 0,1 мл крови ин

тактного животного и 0,1 мл аллергена. Остальное как и в 
препарате «опыт».

3.4. Препарат « к о н т р о л ь  о к р а ш и в а н и я »
В парафинированную пробирку вносят 0,1 мл крови испы

туемого и 0,1 мл аллергена. Помещают ее в термостат при 
37°С на 2 часа. Готовят мазок, помещают его в раствор ри- 
бонуклеазы на 30 мин (в термостат при 37°С), тщательно 
промывают дистиллированной водой, окрашивают метилгрюн- 
пиронином (10—20 мин) и быстро споласкивают дистиллиро
ванной водой. В данном препарате РНК отсутствовала.

3.5. Оценка результатов

В препаратах «опыт», «контроль лейкоцитов» и «контроль 
аллергена» содержание РНК оценивалось (в условных еди
ницах на одну клетку) под микроскопом (увеличение 10x40) 
визуальным полуколичественным методом по формуле Г.

ах + ву + cz 
N =  “ ~ 100 (И

где N— содержание РНК (в условных единицах
на одну клетку);

а =  3, в = 2 , с — 1— условные баллы интенсивности окраски, 
соответственно малиновое, красное и ро
зовое окрашивание цитоплазмы и ядры
шек (ядро окрашено в зеленый цвет); 

х, у и г  — количество клеток с соответствующей 
интенсивностью окраски;

100 —общее число подсчитанных клеток.
Ошибка измерения содержания РНК в клетках описан

ным способом составляет +10% .
Тест считается положительным, если содержание РНК в 

опыте (в условных единицах на 1 клетку) превышало тако
вое в контроле лейкоцитов и аллергена более, чем на 10%. 
От 11 до 20% — реакция слабо положительная ( + ) ,  от 21 
до 30% — реакция положительная ( + + ) ,  свыше 3 0 % — ре
акция резко положительная ( + + + ) .
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3.6. Приготовление реактивов
З.б.а. Растворы для получения красителя

Раствор 1: В процессе приготовления раствора краска пред
варительно промывается, для чего 100 мг краски метилгрюн 
растворяется в 20 мл диета л ли ро ванной воды и 20 мл хлоро
форма. Промывка повторяется до тех пор пока хлороформ 
не перестанет окрашиваться. При химически чистой краске, 
как правило, требуется лишь однократная промывка и после 
удаления хлороформа раствор готов к употреблению. При 
необходимости многократной промывки берется большая на
веска краски; после окончательной промывки удаляется хло
роформ, водный раствор краски фильтруется и высушивает
ся на фильтре в термостате (при 37°С). Для приготовления 
рабочего раствора берется 100 мг высушенной краски и раст
воряется в 20 мл дистиллированной воды.
Раствор 2: 200 мг пиронина «Ж» растворить в 20 мл дистил
лированной воды.

3.6.6. Буферный раствор
Раствор 3: 1,4 уксуснокислотного натрия на 100мл дистиллиро
ванной воды.
Раствор 4: 0,58 мл кислоты уксусной (ледяной) на 100 см3 
дистиллированной воды.
Далее оба раствора (3 и 4) берутся в равных количествах, 
pH буфера должна быть 4,7—4,8.

3.6. в. Приготовление красителя
Берется по 8,8 мл растворов метилгрюн (1 раствор) и пи- 

ронина «ж» 2 (раствор), к этой омеои растворов добавляется 
до 25 мл дистиллированная вода и приливается 25 мл аце
татного буфера с pH=4,8.

З.б.г. Приготовление фиксатора Карнуа
Берется: 6 частей абсолютного спирта — 60 мл; 3 части 

хлороформа — 30 мл; 1 часть кислоты уксусной (ледяной) — 
10 мл.

Фиксатор готовится перед употреблением, на холоде (со
ставные его части, кроме кислоты уксусной ледяной, также 
хранятся на холоде). В процессе работы фиксатор должен 
находиться на холоде.

З.б.д. Раствор рибонуклеазы
Готовится в концентрации 0,01%— на 3,8% растворе ци

трата.
3.7. Оборудование н посуда: микроскоп, весы аналитиче-
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ские, лабораторные стаканчики объемом 200 и 50 мл, колбы 
мерные на 100, 50 и 10 мл, пипетки на 10 и 5 мл (количество 
посуды зависит от объема исследований).

3.8. Реатив пиронин «Ж», краска метилгрюи, рибону- 
клеаза, кислота уксусная (ледяная), уксуснокислый натрий, 
хлороформ, абсолютный спирт, спирт 96°, химические аллер
гены.

4. РЕАКЦИЯ АГЛОМЕРАЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ ПО 
И. Е. СОСОНКИНУ

Принцип метода, предложенного в 1968 г., основан на ис
пользовании феномена склеивания (агломерации) лейкоци
тов в нитратной крови по Флеку (1951).

Техника постановки реакции
4.1. В парафинированные пробирки вносят по 0,02 мл 

3,8% раствора цитрата натрия (контроль). В опытные пара
финированные пробирки в отличие от контрольных вносят 
аллерген, приготовленный на 3,8% растворе цитрата натрия 
(приготовление аллергена см. п. 6).

В пробирки (опытные и контрольные) вносят по 0,1 мл 
крови, взятой из пальца больного (у морской свинки — из 
ушной вены, у крысы — из хвостовой вены), используя каж
дый раз чистую пипетку. Количество опытных проб не долж
но превышать 3,4 (от одного испытуемого), так как длитель
ное взятие крови может привести к перераспределению адге
зивных лейкоцитов.

Далее пробы помещают в термостат при 37°С на 2 часа, 
слегка перемешивая через каждый час. После инкубации го
товят толстую каплю на обезжиренном стекле. Высохший 
( при комнатной температуре) препарат окрашивают без 
фиксации 0,01% раствором метиленового синего в дистилли
рованной воде в течение 10 мии.

Под микроскопом с иммерсионной системой по диаметру 
капли подсчитывают 1000 лейкоцитов, отдельно учитывая те 
клетки, которые образуют агрегаты из 3 лейкоцитов и более.

4.2. Оценка результатов

Показателем агломерированных лейкоцитов служит про
цент склеившихся клеток. Проба считается положительной, 
если в пробе с аллергеном (опыт) показатель агломерации на
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1/3 и более превышает показатель в контрольной пробе, 
Ошибка одного определения составляет ±10% показателя. 
Показатель контроля отражает уровень спонтанной лейкер- 
гии (агломерации) до Флеку, который может колебаться в 
разные сроки, в связи с чем его необходимо вычислять при 
каждой новой постановке пробы.

4.3. Оборудование и посуда: микроскоп, весы аналитиче
ские, пробирки парафинированные, микропипетки, предмет
ные стекла, ванночки эмалированные.

4.4. Реактивы: цитрат натрия, аллергены.

5. РЕАКЦИЯ ПАССИВНОЙ ГЕМАГГЛЮТИНАЦИИ ПО
ВОУОЕЫ В МОДИФИКАЦИИ О. Г. АЛЕКСЕЕВОЙ 

С СОАВТОРАМИ

5.1. Реакцию начинают с приготовления эритроцитов
Применяют эритроциты барана, которые трижды отмыва

ют физиологическим раствором и каждый раз центрифугиру
ют по 5 мин при 2 тыс. об/мин. Третий раз следует центри
фугировать эритроциты 15 мин. при 1,5 тыс. об/мин. Надо- 
садочную жидкость, обычно совершенно прозрачную, удаля
ют, а из осадка эритроцитов готовят 2,5% взвесь на буфер
ном растворе с pH=7,2, для чего к 4 мл буферного раство
ра добавляют 0,1 мл отмытых эритроцитов.

5.2. Приготовление раствора танина
Химически чистый танин взвешивают на аналитических 

весах (5 мг) и растворяют в 5 мл физиологического раство
ра, получая разведение 1:1000. Для получения разведения 
1:30000 берут 2 мл полученного раствора (1:1000) и добав
ляют 58,0 мл буферного раствора с pH =7,2. Как правило, 
разведение танина готовят ex tempore.

5.3. Получение танизированных эритроцитов
Раствор танина (1:30000) в физиологическом растворе 

смешивают с равным объемом 2,5% взвеси отмытых эритро
цитов. Смесь тщательно перемешивают и ставят на 10 мин в 
термостат при 37°С, затем центрифугируют, надосадочную 
жидкость удаляют и осадок трижды промывают буферным 
раствором с рН =7,2  или забуференным физиологическим 
раствором (1 мл фосфатного буфера и 100 мл физиологиче
ского раствора).
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5.4. Приготовление нормальной кроличьей сыворотки (ИКС)
Кроличью сыворотку перед употреблением инактивируют 

в водяной бане (или инактиваторе) в течение 30 мин при 
температуре 56—58°С и дважды адсорбируют на бараньих 
эритроцитах. Для адсорбции берут 0,2 мл отмытых бараньих 
эритроцитов, смешивают с 1 мл кроличьей сыворотки и ста
вят на 20 мин в термостат при 37°С. Затем взвесь ценрифу
гируют, сыворотку отсасывают и, таким образом, вторично 
проводят адсорбцию. Разведение НКС 1:100 готовят на бу
ферном растворе с pH=7,2.
5.5. Приготовление 2,5% взвеси танизированных эритроцитов

Промытый осадок танизированных эритроцитов растворя
ют в буферном растворе с рИ =6,4, получая 2,5% взвесь та
низированных эритроцитов, для чего берут 0,1 мл отмытых 
танизированных эритроцитов и прибавляют 4 мл буфера.

5.6. Адсорбция антигена на эритроцитах
2,5% смесь танизированных эритроцитов смешивают с рав

ным объемом раствора антигена и ставят в термостат на 
45 мин при температуре 37°С. Затем взвесь центрифугируют, 
осадок промывают НКС в разведении 1:100, вновь центри
фугируют и осадок ресуспензируют 2,5% концентрации в 
НКС в разведении 1 : 100. Или как делают в ЦНИЛе РГМИ: 
промывают буфером с pH =7,2 или физиологическим раство
ром 3 раза и готовят 2,5 % взвесь сенсибилизированных эри
троцитов в физиологическом растворе.
5.7. Подготовка сывороток опытных и контрольных животных
5.7. а. Сыворотки инактивируют в водяной бане в течение 
30 мин при температуре 56—58°С, разрушая гетерогенные 
антитела (специфические антитела разрушаются при 70°С).

5.7.6. Сывортки истощают, для чего в каждую из них до
бавляют по две капли (0,1 мл), из расчета на 1 мл, цельных 
трижды отмытых бараньих эритроцитов и ставят все сыво
ротки на 1 сутки в холодильник.

5.8. Постановка реакции
Реакция ставится в полистироловых пластинах. Готовят 

два ряда разведений исследуемой сыворотки (опытных и 
контрольных животных) в НКС 1:100. Одновременно ста
вится три контроля: 2 —«а эритроциты(5.8.а и 5.8.6) и 1 — 
на каждую опытную сыворотку (5.8.в).

13



5.8. а. 0,4 мл НКС+0,1 мл сенсибилизированных эритроци
тов.

5.8.6. 04, мл НКС +  0,1 мл иесенсибилизированных эритро
цитов.

5.8. в. 0,4 мл опытной сыворотки +  0,1 мл несенсибилизи- 
рованных эритроцитов.

5.9. Оценка результатов
Реакция считается положительной, если произошла пол

ная агглютинация. В контроле сенсибилизированных и не- 
сенсибилизированных эритроцитов (5.8.а и 5.8.6) с разводя
щей жидкостью (НКС в разведении 1:100), а также в конт
роле сыворотки с :несеноибил'изи1рованным1и эритроцитами 
(5.8.®) д о л ж н о  произойти оседание эритроцитов.

5.10. Приготовление реактивов
0,15 М Na2HP04 — высушивают 3 дня в термостате при'

37“С (в открытой посуде). Высушенные 26,707 г Na2H P04 
растворяют в дистиллированной воде и доводят до 1 л.

0.15 М КН2Р 0 4 берут 20,418 г и также доводят до 1 л.

5.11. Приготовление физиологического раствора с рН=7,2
Физиологический раствор готовят на дистиллированной 

воде (850 мг NaCl+100 мл дистиллированной воды) и до
бавляют по капле 30% раствора NaOH до получения pH=7,2.

5.12. Приготовление буферного раствора с pH=7,2
Для приготовления указанного буфера берут 100 мл фи

зиологического раствора с pH =  7,2; 29,9 мл 0,15 М КН2Р 0 4; 
76,0 мл 0,15 М Na2H P04.

5.13. Приготовление буферного раствора с pH =6,4
Для приготовления этого буфера берут: 100 мл физиоло

гического раствора с pH =7,2; 67,7 мл 0,15 М КН2Р 0 4; 
32,2 мл 0,15 М Na2H P04.

5.14. Оборудование и посуда: термостат, центрифуга, водя
ная баня (или инактиватор), полистироловые пласты, шта
тив, колбы на 200 и 50 мл, пробирки центрифужные, пипетки 
на 1 и 2 мл.

5.15. Реактивы: соли KH2P 0 4, Na2;HP04 и N ad, аллер
гены.
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6. ПРИГОТОВЛЕНИЕ АЛЛЕРГЕНОВ
Для приготовления аллергенов необходимо применять сое

динения химически чистые или содержащие лишь минималь
ное количество посторонних примесей. Многие промышлен
ные химические аллергены имеют нестабильный состав, зна
чительное количество веществ легко окисляется или осмоля- 
ется, в связи с чем стандартные растворы химических аллер
генов лучше хранить в виде серии в ампулах, периодически 
контролируя их концентрацию. При работе с летучими сое
динениями нужно быстро, тщательно и желательно в тече
ние всей инкубации, перемешивать их с биосубстратами. 
Если химический аллерген нерастворим в воде, то в реак
циях in vitro целесообразно использовать водорастворимые 
аллергены, имеющие общую групповую детерминанту 
(О. Г. Алексеева и соавт., 1976).

Д о введения в реакцию химического аллергена необходи
мо проверить степень его действия и подобрать дозу, не вы
зывающую цитотоксический и денатурирующий белок эффект.

Соблюдение перечисленных условий дает возможность ис
пользовать в серологических и клеточных реакциях in vitro 
различные химические соединения и обеспечивает специфич
ность и воспроизводимость реакций.

Т а б л и ц а
Концентрации химических веществ в аллергенах

Наименование химического 
вещества

Концентрация химического 
вещества в аллергене, %

РУПЛ | РСАЛ | РПГА

Раствори
тель

Формальдегид 0,01 0,01 — 3,8% дит
рат Na

Фтадевый ангидрид 0,01 0,01 0,01 >
Малеиновый ангидрид 
В -нафтила мин (аналог

0,01 0,01 0,01

неозона «Д») 
1-аминогуанидин (ана

0,005 0,005 0,005 if

лог дифеннлгуанидина) 0,01 0,01 0,01 У>
Катании 0,0001 0,0001 0,0001

Пр и м е ч а н и е :  Для постановки РПГА в качестве растворителя исполь
зуется физиологический раствор.

В таблице представлены концентрации химических ве
ществ в аллергенах*, отработанных нами для постановки

* Аллергены готовились ло способу Е. С. Б р у с и л о в с к о г о ,  Н. Р. П о 
л я к и  Г. М. В о л ь н о в о й  (1974).
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клеточных и серологических реакций с отдельными вещест- 
вами.

Постановка тех или иных специфических реакций с от
дельными химическими веществами особенно целесообразна 
для выявления наиболее активных в аллергенном отношении 
веществ в целях разработки гигиенических мероприятий по 
снижению сенсибилизирующего воздействия полимерных стро
ительных материалов для получения образцов, не обладаю
щих аллергенным действием.

При постановке исследований как в натурных условиях 
с целью санитарной экспертизы материала (материалов) так 
и в моделированных при изучении комбинированного дейст
вия химических соединений, целесообразно использовать весь 
комплекс водорастворимых веществ, могущих мигрировать 
из материалов в воздушную среду.

Однако в качестве аллергенов, в зависимости от целей 
опытов могут быть использованы не только отдельные хими
ческие вещества, но и их комплексы.

Такие комплексы следует получать путем отбора проб воз
духа на те или иные поглотительные жидкости в качестве ко
торых могут быть использованы, например, следующие:

1. Физиологический раствор — для постановки РПГА;
2. 3,8% цитрат — для осуществления РУПЛ и РСАЛ;
3. Дистиллированная вода — для постановки конъюнкти

вальной пробы.
Отбор проб воздуха на все предполагаемые к использо

ванию поглотительные жидкости осуществляется одновремен
но, в условиях соблюдения аналогичного режима (скорость 
и продолжительность отбора) в моделированных условиях из 
камер-генераторов, в натурных — в помещении, где нахо
дятся изучаемые полимерные материалы.

Пороговая чувствительность аллергенов, в данном случае 
разведений поглотительной жидкости, не вызывающих цито
токсического эффекта (при постановке РУПЛ, РПГА и РСАЛ) 
и явления конъюнктивита (при конъюнктивальной пробе) 
устанавливается опытным путем с первоначальной ориента
цией и учетом концентрации веществ, обнаруженных при са
нитарно-химическом анализе. В условиях наших исследова
ний, например, при изучении сендвичпанелей и жестких пено
полиуретанов, когда объем проб отбираемого воздуха состав
лял от 90 до 120 литров, эти разведения колебались в преде
лах от 1:4 до 1:16.
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7. КОНЪЮНКТИВАЛЬНАЯ ПРОБА В ЭКСПЕРИМЕНТЕ 
НА МОРСКИХ СВИНКАХ ПО Г. П. ТРУБИЦКОЙ

Конъюнктивальная проба представляет собой воспроизве
дение аллергической реакции на слизистой конъюнктивы и 
роговицы, искусственно воспроизводимую специфическими ал
лергенами в известной концентрации (И. Лишка, 1963). Рань
ше эта проба использовалась для титрования антител у лю
дей (Ю. А. Порошина, Н. В. Медуницын, 1963).

В процессе изучения аллергенной активности полимерных 
строительных материалов нами в 1977 г. предложена моди
фикация конъюнктивальной пробы применительно к морским 
свинкам.

7.1. техника постановки реакции

Гаптены, в данном случае различные водорастворимые 
химические соединения, в количестве одной капли вводятся 
глазной пипеткой, имеющей вытянутый тонкий конец, под 
верхнее веко. Второй глаз служит контролем на раствори
тель — дистиллированную воду. При этом удобнее всего дер
жать животное вниз головой. Необходимость введения ве
ществ под верхнее веко обуславливалась анатомическими осо
бенностями глаз морских свинок. Реакция читается через 
5 минут после введения гаптена и далее 24, 48 и 72 часа. При 
чтении реакции свинка укладывается на бок, противополож
ный исследуемому глазу.

7.2. Оценка результатов
Оценка результата производится по Лишка (1963): 

неопределенная реакция ( + ) —едва заметное покраснение 
слезного протока;
Слабо положительная (+ )  — слегка краснеет слезный про
ток, обычно возникают явления зуда;
Положительная средней степени ( + + )  — наблюдается лег
кое покраснение склеры в направлении к роговице, регистри
руются признаки зуда;
резко положительная реакция ( + + + )  — проявляется как 
покраснение всей конъюнктивы и склеры, возникают явления 
сильного зуда, слезотечение.

Пороговая чувствительность, то есть дозы гаптснов, не вы
зывающие явления конъюнктивита у интактных животных, 
установлены для циклогексанона на уровне 0,01%; формаль
дегида— 0.1%; фталевого ангидрида — 3%; малеинового
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ангидрида — 0,1%; катапина — 0,1% и 1-амйНогуанидииа 
[HN =  C(NH2b ]  — аналога дифенил гуанидина [HN =
C(NHC6H5) 2], имеющего общую групповую детерминанту — 
4% водного раствора.

Каждый из описанных выше методов прошел апробацию 
в лаборатории кафедры коммунальной гигиены на примере 
изучения большой группы наиболее распространенных поли
мерных строительных материалов и в токсикологической ла
боратории Ростовской областной санэпидстанции при изуче
нии химических аллергозов.

Методы аллергодиагностики
П р и л о ж е н и е

Название реакции Авторы разработки 
реакций

Литературные
истопники

1. Реакция розеткооб- 
разования

N. К. Ierne 
А. I. Nordin

2. Реакция бляшкооб* Б. В. Пинешн 
р а зова ни я Б* С. Утешев

С. Б. Першин
1 Реакция торможения М. М. Авербах 

миграции
1 Реакция дегрануля- Л. М. Ишимова 

ции тучных Клеток

В. Показатель повре- В, А. Фрадкин 
ждения нейтрофилов 
(ППН)

В. Реакция мИкропри- 
ципитации

R. Hoigne,
W. Grossmann, 
Н. Storek

7. Кожные пробы О, Г. Алексеева, 
А. Н. Петкевич, 
А. Д. Черноусой

Science 
1963, 140,

3565, 405
Ж* Микробиология, 
1971, 1, Ш8

Ж. Микробиология,
1972, 112
В опросы п а тогенеза и 
клиники аллергических 
заболеваний. М., 1962, 11.
Советская медицина,
1962, 9, 41—47

Methodik and ersfe klini* 
sche Erfahrung Schweiz., 
Med., 1955, 85, 24. 578- 
586
Сб. Клиническая цитоло
гия химической этиологии 
(Материалы I Всесоюз
ной конференции), Киев, 
1972, 109
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