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КРИОГЛОБУЛИНОВ В УСЛОВИЯХ КЛИНИКО_ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ЛДВОРДТОРИИ

Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И. П. Павлова

Криоглобулины (КI) - моноклоЁальные иммуно-
глобулиньi лuIи имм}aнные комплоксы, преципитируIо-
щие при температуре сыворотки ниже 37'с, а затем

растворяющиеся в сыворотко при нагревании послед-
iей до З7'С [5]. Впервые КГ бьтли обнарlжены Win-
trоЬе в 19ЗЗ г, у больного множественной миеломой [1,
8]. В 1947 г. Lогпеr и Watson впервые употребили тер-
мин "криоглобулины" для белков, образуtощих преци-
питат в сыворотке при температуре ниже 37"С. Соглас-
но общепринятой кJiассификации, предложенноЙ J. С.
Brouet в |974 г. [1], KI в зависимости от наличия ак-
тивности ревмато}цного факrора (РФ), класса и IQ,Io-

н€}льности иммуноглобулинов, входящих в состав кри-
опреципитата (КП), разделяются на З типа (см. табли-
цу) [1, 6-8, 10].

КГ I типа относятся к простым КГ, которые состоят
из монокпонrlпьного иммуноглобулина или летйой цепи
иммуноглобулина, известноТо как белок Бенс-Ддонса.
КГ I типа встречzIются при т:Iких лимфопролифератив-
ных заболеваниях, как миелома, лш.lфома, макроглобу-
J{инсмия Вальденстрема, хроническиЙ лимфолеlkоз.
Простые КГ юlинртчесrса манифостируют редко, обычно
в виде си}црома Рейно. В иск.пючительньIх сJryчrLqх они
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Классифнкация КГ

о.пIlfljlr*Ё]ftЪffi#I - ХРОНИЧеСКИЙ ЛИМфОЛейкоз; В-НХJI - В-клеточнм неходжкинскаrI лимфома; лпФз _ лимфопроли-

могуг быть причиной арториztльного тромбоза с дис- смотря на н€шичие этого теста срсди лабораторных по-таJIьныМ некрозоМ кистеЙ и стоп, казателей, применение которъI_х предусмотрено регла-КГ II и III типов часто называют смешанными из-за ментирующими документами Минздравсоцразвития РФприсугствия в КП разных кJIассов иммуноглобул"но", дл" лiСЬЪБ.рн& д"*"о_"r"ки [3], его опредеденио.ОдиН иЗ Которых обладает активностью РФ. ТаЬм оО- ред4о_ цроёодцтся J{9 тодько J кlIинико:диагЕIостиче-.' твом, смешulнньiе-.КГ предстaПЛЯюf сббой йммунЕьй ских, но и в специ€lлизированных иммунолоIическихкомIIлексы, где в качестве антитела и антигена высry- лабораториях., паюТ иммуноглобулины, Ко II штлУ относятсЯ Kl, "о- Ц"пuЙ нашей работы стма разработка модифика-стоящие из одногО поликIIонzuЬноIо gммуНогл_обули- ции метода полуколичествонного опредсления КГ дlяна' соеДинонного с моЕоКлон€UIьным РФ' К КГ III iипа исполъзоВаниrI В условиях кJIинико-диrгностическойотносятсЯ иммунныО комплексы, образованнЫе поли- 
"uОорБоЙи.Ъ iо"ощuю разработанной модификациикIIон,шьными иммуноглобулинами разных классов, ос- Оыпd 

"рБЬдЬ"Ъ-"Ъ"п"доuание и опредоление ктIинико-новноЙ причиноЙ смешанноЙ криоiлобулИ"""""luп"- диаrноСтической значимости выяв.дения криоглобули-ются хронИческие вирусные инФеlсдии, прежде всего немии у Оодьнiiх *роrr"о""*" Iепатитом с (хгс).
;##"Т,ЪЖ1ý;#"ffiЪiНЧf-'ЖЖ:#Пi"""#1ifu: маmерuальt ч iеmооы. об",";;;;;"; 115 больных с
РеНа, СЮIеродермия, ревматоидный артрит. СеРОЛОГИЧеСК,I ПоДтверченнымлХГС (46 лrркчиir и 69

Следуеi отметить, что клинические проявпения сме_ ЖеНЩИН).л1 ВОЗРаСТе бTJ7 ДО 69 лет, Ьр"Йиlt uофаi,
ЧIанной крио"rrоОуп-rirпiйЯй-йЪыЪur* не замечены на составиJI 38,6 t 12 лет (f + о).
фоне основного ревматическоiо заболевания, что в В качsстве контролrI исследованы сыворотки 20 здо-
большей степони относится к КГ Iit i""" ^ДЬ 

iiЁ ri ровых доноров. Грулпы были сопоставимы по возрастумпа на фоне гепатита С, напротив, наиболеJiарй";: и половому соотношению (см. схему метода выявления
но проявJIоние-клиничоской с-имптоматиrсл без наличия кг).
видимой причины._ Слуrаи обнарlокония симптомо" Hu преанмитическом этапе взятис крови осущсств-криоглобулИнсмиИ без очевидных кJIинических прояв- ляетсЯ сфогО натощак в количестве не менее 5 мл. fuялений основного заболевания входят в понятие эссен_ этого используется rр"д"uр"r"пu"БЪ"ЬЪr* пробирка сЦИаJIЬНОЙ КРИОГЛобулинемии (эКГМ). В эiоЙ ;Й;" ПЛотно закрыЬающеЙ"" фurЙЪа, *Ъ"Ь"пu"о исполь-основанием для обследованиrI с целью установления зовать BaKyyIv{EyIo пробЙрку тiпа VасutЫпеi iБб,ПРИ\IИН К-Г ЯВЛЯеТСЯ Н;lЛИчие характерньж клиниче- CIIIA). БИОЙатериал Йож"i ObrTi пБлуr"н нопосредст_

При смеrшаНной эКГМ происходиТ развитие воспа- при т"мпераф" j7"C. ПрТri"оЪ*й;;й й;й;;-лительныХ процессоВ по тигry васкулита в мелких и РОВlq4 исследуемого образца пробирка после взя.гчlяСРОДНИХ СОСУДulХ. КЛИНИЧеСIОt ЭТо проявJIяется порrDке- КРОВИ НеМеДЛеННО ПОМеIIцается в термЪс с водой, 
".Й""-нием кожи в виде пурпуры, преимущественно локми_ ратура которой дол)Glа быть 40"С. !оставка крови в ла-зУюЩейся на нюкtIих койечноЪтях.-клас"ичесйй-йи_ бораторию осуществляется в течейе 1_2 ч.ниlIоским признаком смешанной эКГм является тDиа_ Щоставленнм_проба крови проходит проанапитичG-да Мельтцера, вперв-ые описаннiш М. M"ririi и;;;:-" сй'а конфоль 

-ti^'лuоор;Фйъ;;r"u"r"" 
праВилЬ-

1 966 г, t t ] , трlч1 -мольтцера 
iаlаr<т"ри.уется нми!Iием ность сбБfri 

- - 

" до"r*Iса _ биоматериала, проверяотсяУ бОЛЬНОГО ПУрпц)ы, артрйгии-и "r;б";Й;*';Йiiм плотность закрытия 
"рЪо"rjФ.-йЪЪ".iодr""" "ur"pприсоединяются гломерулонефрит и перйберичеiкая температи)ы во.щl в T"IiMo"; 1Ъ""JЭчrур" воды в тер-ПОЛИНеЙРОПаТИЯ. МОсе Ъвьiше 40.С после длительной тр€lнспортировкисогласно недавно_9дубликовалным рсзультатш и9: св]4цетольствует о том, что изначально кровь бьша по-следов:tния причин эКГм среди 433 -цйиёнтов, у Т4% мещена в воду при нефиз_ио_поййЬri-rеЙпературе. ПрибольныХ был выяв_тlен вирус Iепатита'С,-у i,iйЪ"."": температурС во.ш] нижё 3r,ё ;ъ;"-;;Ь;;выпадение KIСТИРОВаНЫ Та ИЛИ'ИНЫе аУТОИММУнные заболования и И ИХ ВIСПЮЧеНИе В сryсток крови, что приво.щlт к 1п но-ЛИШЬУ,7Vо ПаЦИо}lТов отмечЕlлисьлимоопропйфйй;j обратимой_утрате. Ё йИ;" ;";;Ы;;" описанныхные заболевания кров_и_[11]. выше ошибок материал на исследование не принима-

МеТоД Вьшвления КГ в крови извGстен сравнитсльно еТСЯ, 
rlv ll'rrЛYr]vl.-

давно, однакО Yетодики, йспользуомые в иссJIедова- После оценки качества биоматерима пробирка по_телЬсюо< целях, не подиодят дtя использования в усло_ мещаетсЯ в термостаТ при темпоратуре З7"С. ПроцессВИЯХ КJI'УПМКО-ДИаIНОСТИЧеСКОЙ Лабораторц{ ввиду от- свертывания крови должон занийать не менео 1 ч отсУтстВиrI еД{ного ста}Царта исследования-. Так, прЬдrа- мойента взяти.i образца. 
I 1 vl 

,гаются разные моДифиКаlши, Касающиеся обiейа'ис- I]ентрифугирой"" пробирю.t производится в тор- iследуемой сыворотки больного, варьируют. температур- мостатируейЪй чентрlфцо 
"рЙ "Ы;;;;rуре 37"С в те- ]ньй рехсам и сроКи оцонки результйъ r4-r;-ii.--Ё;- чение l0миrrпри 1000_1200о6/т,лин - - .

I]ентрифугирование пробирюа производится в тор-мостатируемой центрифуге при температуре 37"с в ть-
чение 10 мин при 100011200Ъ6/мин.' "
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Схема метода полуколичественного определения КГ

l этап - взятие
и доставка
биоматериала

lll этап -
качественный и
полуколичественный
анализ КП

lV этап -
определение
типа КГ

Полученная сыворотка отделяется от сгустка при
томператж)е З7'С, в нее добавляется раствор азида на-
трия в финальноft конценц)ации 0,0l%. Сыворотка по-
мещается в 2 стеклянные прозрачные фубЬчки диамет-
ром не менее 5 мм, длиной не менеg 5-6 см и объемом
0,8-1 MTl, а TaIoKo 2 микроцентрифrJfiые пробирки
объемом 1,5 мл, Каждая пара, состоящчtя из трубочка и
пробиркл, маркируется, как показано на рис. 1, и по-
мещается в термостат при З7"с и холодильник при 4"с
на 7 дней.

Окончательная оценка результата проводится через
7 cyr. Сыворотка, нЕlходившаяся при З7"С, доJDкна быть
прозрачной, без осад<а или хJIопьев. Если сыворотка в

трубочкс и пробирке, находившихся в холодильнике,
прозрачнаrI, без хltопьсв и осадка, то КГ не обнарркены
и результат считается отрицателъным.

Типичный результат обнаружения КГ приведен на
рис.2. Осадок, образованный КII при 4'С, может быть
представJIен в виде хJIопьoобр€шной взвеси, кристаJuIов
ипи геля. При выявлении осадка трфочка и пробирка,
нЕlходившиеся при 4'С, цонтрифугируют 10 мин при
1200-1500 об/мин при 4"С. Для подсчета колиrIества
КП используется формула дIя расчета процснтноIо со-
отношения КП к объему сыворотки (см. рис. 2):

осадок (см)

взять
венозную
кровь в

нагретую
сывороточную
пробирt<у

Немедленно поместить
пробирку в термос с sодой
при темпераryре 37-40ОС

Немедленно
поместить
пробирку в
термостат при 37ОС
на] ч ff,оставить в лабораторию

в течение 1,5-2 ч

Провести контроль соблюдения
темпераryрного ре)<има при
транспортировке в лаборатории

Центрифугировать пробирку при 37ОС 10 мин при 100O-'l200 об/мин

Сыворотку поместить в 2 стеклянные трубочки диаметром 5 мм и 2
микроцентрифужные пробирки объемом ],5 мл

Трубочки и пробирки 1,5 мл маркировать и поместить в т€рмостат
при З7ОС и холодильник при 4ОС

Окончательную оценку результата провести через 7 ср

В трубочке и пробирке при 37ОС осадок не обнаружен

В трубочке и
пробирке при 4ОС
ocn4кa нет

В трубочке и
пробирке при 4ОС
осадок обнаружен

В трубочке и
пробирке при 4ОС
обнаруlкены
хJlопья,в виде
снега,
помуrнение,
(3аryстениеD
сыворотки

Определить уровень КП
плем центрифугирования
трубочки и пробирки 10
мин при 1200-1500 об/мин
и расчета процентного
соотношения КП от общего
объема сыворотки

Трубочку
поместить в
термостат при 37ОС
на Gугки

Подтвердить наличие КГ
путем повторного
растворения в термостате
при 37ОС в течение 2-24 ч

КП: осадок (см) * сыворотка (см)
,100%.
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тую пробирку. Задержка в перемещении пробирки в
термос может привести к необратимой потере КГ и
ло){с{оотрицательным результатам. На этапе взятия
крови и доставIaI биоматериала необходимо контроли-
ровать температуру воды В термосе. Мы рекомвrцуем
использовать стекJIrIнный термос объемом не менее 1 л.
щанный_термос подходит Йя длительной транспорти-
ровки. железный термос обладает более вьrcокой теп-
лопроводностью и может использоваться только для _

кратковроменной транспортировки.
известно, что нарушение функции печени в резуль-

тате основного заболевания может приводить к разви-.тию гиперлипидемии у данной категории больных. В
связи с этим для искJIючения нежелательного увеличе-
ниlI липцдов в биоматериале, которые при охлажцении
моryт реличивать объем КП, взятие црови дOJrllсr{о
производиться строго натощак.

следует отметить, что среди больных, заболевания
Рис. 1. Методика полуколичественного определения КГ. Этап КОТОРЫХ аССОЦИИРОВаНЫ С НаЛИЧИеМ КГ, В РеДКИХ СЛУ-
оценки пол}п{енньп рёзулътатов. На рисунке продемонстриро_ ЧаЯХ ВО3МОЖНО ПРИСУТСТВИе феномена криофибриноге-
ВаНО ОбРаЗование КП в виде lеля в трубочке и микроцен,три- НеМИИ, ОТЛИЧНОГО От криоглобулинемии. !ля криофиб-
фlхной пробирке объемом t;5_мл при-4-"С-(указано:стрелкой) риIrогеfiа характерsн проц9сг-цреципитации в ппазмс
и отс)лствие осадка при З7'С. В трубочке производится расчет [8]. Согласно нашим исследованиям, данный феноменуровня криокрита, встречается редко (1 шцпrай на 1З5 паци"нтоi;. Этап

хранениrI крови в течение часа с момента ее взятия, а
.Щля подтверждения нЕlличия КГ необходимо добить- TaIoKe ДаЛЬНфШИЙ ЭТаП центрифугирования при З7"С

ся полного растворения КП. Щля этого трубочка поме- ПОЗВОЛЯЮТ ОбРаЗОВаТЬСЯ СryСТКУ и ул)л{шить процесс
щается в TepMocTai на 2_24 ч.. ОСаЖДеНИЯ'фИбРИНа и фибриногена для искIIючения их

_ При образовании небольших количеств КГ в тру-
бочке и пробирке, находившихся при 4'С, не обна}у-

из процесса д;}льнейшего образования Кп.
Выраженность кJIинических проявлений не зависит

живаJIо видимого осацка, но наблюдало минимаJIьное от уровня кп [5, 6], и даже незначительное количество
кг может приводить к характерной кпинической сим-
птоматике. !инамика содержания Кп позволяет оцо-
нить эффективность проводимой патогенетической те-
рапии. Очевидно, что качество визуаJIизации низких
концентраций КГ прямо пропорционаJIьно объему ис-
следуемой сыворотки. Поэтому для искlIючения ложно -
отрицательных результатов очень важно иметь доста-
точный объем сыворотки, в которой происходит преци-
питация. Мы рекомендуем использовать трубочки диа-
метроМ не менее 5 мм, длиной не менее 5-6 см и объе-
мом не менее 1 мл. Применение трубочек с одинако-
вым сечением позволяет оценить уровень Кп без слож-
ных расчетов. Нами бьurи проведены сравнительные
исследования использования капилляров для газоана-
лизатора или определения СоЭ с сечением 1 мм, а так-
же химических пробирок, требующих объема сыворот-
ки не менее 8 мл. Результаты показ€L-Iи, что з 30% слу-
чаев КП с уровнем от 1-5% определяJIся в трубочках
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количество хлопьев в виде снега, помутнение или ''за-
Iу_91енце" сыворотки по сравнению с сывороткой при
]7:С В этом сл}п{ае требртся подтверждение нЕuIичия
КГ путем инкубации трубочки в термостате при З7.С в
течение суtок. Если на следующий ден1 хJIо[ья, помут-
нение или "заryстение" исчезли, то результат считается
положительным и уровень криокрита условно составля-
ет |%,

.Щля опрелелениrI типа КГ мы исподьзовали выявле-
уде РФ методом аIглютинации частиц латекса (РАО
"БИОПРЕПАРАТ", СПб). fuя этой методики использу-
ется сыворотка из пробирки, н€lходившейся при З7"С, и
супернатант, Полlпленный после центрифуrирования
пробирки при 4'С. Если титр РФ, обнаруlкенного в
цельной сыворотке, превышает титр РФ из супернатан-
та, то это значит, что РФ входит в состав КП.

в дальнейшем полученный Кп можно использовать
дJIя определениr{ состава КГ и кJIонаJIьности иммуно-
глобулинов с помощью различных иммунодиагностиче-
ских методов, таких как иммуноэлектрофорез, иммуно-
фиксация или иммуноблоттинг [8].

Резульmаmьt'u обсуuсOенuе. МБтодика определения КГ
основана на физико-химиlIеских свойствах и особенно-
стях КГ р€вJIичных типов. Для КГ l типа характерны вы-
сокая концентрация и исходно низкая растворимость в
црови. Соответственно КП образуется при более высо-
ких темпер_аТ],р,ах_и более быстро, обычно в течение пер-
вых суток [7, 9]. Часто процесс преципитации начинает-
ся сразуже после заполнениrI сывороткоЙ холодной тру-
бочки. Харакrер прециIIитации Кг- I типа определrIется
I+а9сом иммуноглобулинов, входящих в состав КП [1,
7]. Так, монокIIонаJIьные IgG и IgM на холоде образфi
Iель, рtоноклональный IgA образует хJIопьеобразную
взвесь, IgG, образуют кристаJIJIы. В отличие от простых
смешанные К_г встречаются в более низких концентра-
циях и образуют КП в течение несколькIо( дней и в Ьс-
новном в виде зоlш LI,,Iи rеля [7, 8].

Методика оlrределения КГ требует строгого соблю-
дениrI температурного режима на всех этапах. Взятие
крови осуществJtIется быстро в предварительно нагре-
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аеаб
рис. 2. Опрелеление достоверных связей меlклу нмичиеt"t Кг и
клиническими проявленияlчtи у больных Хгс.
Свет:rые столбики - больные с нuичиеNI КГ, теvные - больные без КГ. По оси
абсцисс: 4_- женшины, б -_ N!укины, 6 - uирротическая стадия ХГС, . - aan,bp-
рагичесgii васццитl d - РФ, е - триала Мельтчера. * 

-р < 0,05_
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иммунOлOгия

дIaMeTpoM 5 мм, но но определялся в более тонких ка- обнаружоны но быпи, геморрагичесrсlй васкулит BьUIB-

пиJIлярах. ПричиноЙ этого Mo)t(eT сJtркитЪ недостаточ- лялся лиrtБ в'2,9% (2/69) спучаев (см. рис. 2). Триада

ньй объем исследуемой сыворотки. Пробирка, рассчи- Мольтцора присутствовма в |3% (6/46) слщаев и ис-

танные на больrцой объем сыворотIq1,1, не подходя_т дIя юIючительно у больных с обнаружонными кг
кJIинико-диагностической лаборатории, так как необ- Ф < 0,05). В 70Vо сJryчаеВ криоглобулиномия встр€ча-

хоммый объем исследуемой сыворотки состаыIяет но лась у женщин. Срсди больньгх с КГ достоворно чаще

менее 7-8 lv1Л КРОВИ. Щля дополнитольного контроля (в 327о cJlyraeв _ |5/46) наблюдалась цирротиlIескЕц

процесса криопреципитации мы применяем микроцен- стад{я ХГС, чем в группе больньrх боз КГ (8,6%). Сле-

трифухные пробирюа объемом l,ý мл, используя их в дует отметить, что л)овень конценц)ации К-г в иссле-

дальнейшем на этапе определения типа КГ.. TaIgM об- дуемых образuах сыворотки больных не вIIиял на Gто-

рЕвом, дtя наиболее корректного осуществления про- пень вырЕDкенности кJIинических проявJIений криогло-

цесса криопреципитации и дальнейшей оценr<и рФуль- булиномии, что согласуется с данными литературы [5].

тата рекомепдуется использоватъ трубочку с сечением Таким образом, у больных ХГС наблюдаотся высо-

5 мм и микроцентрифркную пробирку объемом 1,5 мл. KarI встречаемость смешанной криоглобулинемии, а вы-

при проведении сории опытов по временной оценке раженность клинических проявлений данного процес-

КП нами было показано, что в 27% слу{аев процесс са характерна д{я цирротической стадии ХГС. Разрабо-

образования Кп происходил начиная с 4-rо дня. По- танная модификация метода вьiявления Кг является

этому самым оптиммьным промеж)л.ком времени для адаптированной для проведения исследования в усло-

коррекпrой оценки оконlIательных результатов стал ин- виях практиttеской лаборатории. .Щанная методlка об-

терв€tп 7 суг, согласующийся с дztнными других иссJIе_ ладает тztюlми несомнснными полохо{теJIьными качост-

дованиЙ [6, 7]. Однако слодуsт )л{есть, что такоЙ вре- вами, KllK простота, дешевизна и высока,I информатив-

менной показателЬ характероН для вьUIвJIени;I именно ность. основныМ недостатком метода явJIяется дIитеJъ-

смеlцанных КГ. Для KI I типа образование КП воз- ность проведения исследования, которая не позволяет

можно и в течение 24-28 ч [8], Йоэтому стЕlновится определить покЕlзатель в экстренном порядке. Тем не

возможным проведсни9 предваритсльной оценюл нали_ менее данный метод с успехом мо11G{о использовать в

чия Кп на з-и сутки. 
- любой ктIинико-диаrностической лабораторшr мя

Исполъзовzпие повторного }tагрсв€}flия и послодуIо- улуrшения диаIностики такого тяжелого заболевания,

щего растворения образованного КП при 37'С являет- КаК ЭКIМ,

ся основным подтверхцением обнаружения КГ. При
многократном нац)евании и охJIаJкдонии сыворотки

л)овень конценц)ации КГ I типа не мсняется. .Щля смс-
шанных КГ, наоборот, при проводении повторных цик-
лов характорно снюкение фраюдии растворяемых КГ и
соответственно р{еньшение уровня Кп. Необходимо

уrитывать данныо свойства при проведении методиIоI
выявления Кг,

Ва:rcrым отличием смешанных КГ от простых явля-
ется н,lличие РФ в составе КII у КГ II и III типов. ,Щля

определения типа КГ мы использовllли методику выяв-
лониlI РФ с yleToM его потреблениrI в составе КП. Та-
ким образом, мы рокомендуем использовать опр9долс-
ние РФ в качестве скринингового метода для выявпе-
ния смошанных Кг.

При использовании описаttной модификации мето-

диюл выявпения КГ было проводоно иссJIодование на
н€lлиtlие КГ у 115 больных хгс [2] (рис. 2). В рсзульта-
то КГ были выяшrеньх у 40% GбПIs) больных ХГС, из
нуж, 54,3% пациентов имели акмвносЬ'РФ. Встречао-
мость РФ в гр}rппе больных с КГ была достоверно вы-
ше (54,3 п 2|% соотвотствонно; р ( 0,05).

У 54,З% пациентов стамстически достоверно уста-
ноЕпена смешаннzц криоглобулшrемия, KoTopall опре-

дел!шась с помощью вьUIыIения активности РФ
(_j, < 0,05). Из клиничесIош проявIIений криоглобулинс-
мии у болштых ХГС в |9,5% (9/46) сJIучаев (достоверно
чаще) имело место наличио геморр€цичсского васкулита

Q, < 0,05), в io время K€IK среди больных, у которых КГ Постдша 04.04.06
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