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 Выявление причинно-значимого аллергена часто представляет 
собой трудновыполнимую задачу для клинического аллерголога-
иммунолога. С одной стороны, клинические проявления могут быть 
не связаны именно с аллергическим воспалением, с другой – могут 
быть опосредованы не только IgE-зависимым иммунологическим 
механизмом, что особенно актуально для пищевой аллергии (ПА) 
или лекарственной гиперчувствительности (ЛГ). Тем не менее 
подтверждение или опровержение вовлеченности IgE-опосредованного 
иммунологического механизма в патогенезе пациента является 
одним из первых мероприятий в диагностической тактике наряду 
со сбором анамнестических данных [1, 16]. 

Среди методов, используемых в совре-
менной аллергодиагностике, первосте-
пенное значение имеют in vivo-методы 
тестирования (кожные тесты, скарифи-

кационные или прик-тесты). Кожные 
методы тестирования являются «зо-
лотым» стандартом диагностики IgE-
зависимых аллергических реакций, Ре
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особенно в отношении таких групп 
аллергенов, как бытовые и пыльцевые. 
Что касается лекарственной гиперчув-
ствительности и пищевой аллергии, 
согласно актуальным клиническим 
рекомендациям [1, 2] диагностическая 
тактика также базируется на исполь-
зовании кожных и провокационных 
тестов. Однако применение in vivo-
методов имеет ряд ограничений, осо-
бенно для ЛГ [2]: 

~~ опасность развития тяжелой си-
стемной реакции при проведении 
теста, что актуально при диагности-
ке как ЛГ, так и ПА;

~~ наличие стандартизованных ал-
лергенов на ограниченную группу 
лекарственных средств (в России 
не зарегистрированы);

~~ высокая вероятность получения лож-
ноположительных реакций за счет 
местного раздражающего действия 
тестируемого препарата (например, 
для хинолонов и миорелаксантов);

~~ не учитывается возможность разви-
тия ЛГ на метаболиты лекарствен-
ного средства;

~~ провокационные тесты (подъ-
язычный или дозируемый тесты) 
осуществляются только врачом – 
аллергологом-иммунологом в усло-
виях стационара с отделением ре-
анимации по строгим показаниям 
при невозможности замены препа-
ратами из других групп.
Трудоемкость, высокий риск жиз-

неугрожающих состояний и слож-
ность стандартизации провокацион-
ных in vivo-методов повышают интерес 
специалистов к лабораторным in vitro-

тестам (иммунохимическим и функци-
ональным клеточным тестам). Тест ак-
тивации базофилов (basophil activation 
test, BAT) является одним из доступ-
ных на сегодняшний день современных 
методов аллергодиагностики, исполь-
зующим высокотехнологичный подход 
к оценке функционального состояния 
базофилов периферической крови при 
взаимодействии с аллергеном. 

Базофилы, так же как и тучные 
клетки, опосредуют патохимическую 
стадию немедленной аллергической ре-
акции за счет дегрануляции и выброса 
медиаторов воспаления. Активация 
и последующая дегрануляция мастоци-
тов происходит вследствие связывания 
молекулы аллергена с молекулами спец-
ифических IgE-антител, иммобилизо-
ванных на высокоафинных рецепторах 
(FcεRI) на их поверхности. Активация 
базофилов сопровождается изменени-
ем их иммунофенотипа за счет увели-
чения на поверхности клетки плотно-
сти экспрессии маркеров, связанных 
со слиянием и экзоцитозом гранул 
(CD203c, CD63 и др.) [18, 20]. Таким 
образом, с помощью базофилов воз-
можно ex vivo смоделировать процесс 
активации базофилов в ответ на вза-
имодействие с аллергеном с последу-
ющей цитофлуориметрической оцен-
кой. ВАТ может стать альтернативой 
кожным или провокационным тестам 
в тех случаях, когда нет возможности 
провести кожное тестирование, суще-
ствует риск системной реакции или 
есть расхождения между анамнезом 
и результатом in vivo-теста или других 
in vitro-тестов (рисунок 1).
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Принцип метода. В ходе кратковре-
менной пробоподготовки цельная 
кровь пациента с антикоагулянтом 
проходит этапы инкубации с аллерге-
нами, окрашивания моноклональны-
ми антителами и лизиса эритроцитов. 
Для каждого пациента в обязательном 
порядке подготавливают как минимум 
три пробы (в зависимости от количе-
ства назначенных аллергенов): отрица-
тельный контроль спонтанной стиму-
ляции (без каких-либо активаторов), 
положительный контроль стимуляции 
(неспецифический активатор базофи-
лов) и проба с аллергеном [17]. Подго-
товленные пробы анализируют на про-
точном цитофлуориметре. 

Стратегия цитометрического ана-
лиза в ВАТ заключается в последова-
тельном выборе целевой популяции 
базофилов с помощью специфичных 
клеточных маркеров и оценке уровня 
экспрессии маркера активации. Наи-
более распространенными вариантами 
комбинаций специфичных маркеров 
для выбора базофилов являются сле-
дующие: CD294pos/CD3neg, CCR3pos/
CD3neg, CD123pos/HLA-DRneg или 
IgEpos/CD203pos [13]. Оценка уровня 
активации осуществляется с помощью 
маркеров CD203c, который также яв-
ляется линейным маркером базофилов, 
или CD63. Маркер CD203c, в отличие 
от CD63, присутствует на поверхности 
покоящихся базофилов, и его экспрес-

сия возрастает при активации клетки. 
Для маркера активации CD63 характе-
рен бимодальный профиль экспрессии, 
то есть практически полное отсутствие 
на покоящихся базофилах и значитель-
ное возрастание плотности экспрессии 
на активированных клетках [21, 22, 24]. 
Особенности экспрессии маркеров ак-
тивации CD203c и CD63 должны учи-
тываться при оценке результата теста. 
Так, в первом случае результат будет 
представлен в виде индекса стимуля-
ции, то есть отношения интенсивности 
флуоресценции (MFI) CD203с в пробе 
с аллергеном к пробе с отрицательным 
контролем, а во втором – в виде про-
цента CD63pos субпопуляции от обще-
го числа базофилов [13].

Условия клинического 
применения ВАТ

ВАТ может иметь различные точки 
приложения в рутинной клинико-диа-
гностической практике, среди которых 
можно выделить основные (13–15):

1. Выявление причинно-значимо-
го аллергена при пищевой, инсектной 
и лекарственной аллергии (особенно 
в тех случаях, когда применение стан-
дартного диагностического подхода 
невозможно) [9, 12, 23]. Кроме того, 
ВАТ нашел приложение в диагности-
ке таких редких аллергических забо-
леваний, как острый бронхолегочный 
аспергиллез (ОБЛА) [3].

Провокационные 
тестыВАТsIgE и/или кожное 

тестированиеАнамнез

Рисунок 1. Место ВАТ в стратегии диагностики аллергических заболеваний 
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2. Оценка приемлемости прове-
дения и мониторинг пациентов, на-
ходящихся на аллерген-специфиче-
ской иммунотерапии [26], лечении 
анти-IgE-препаратами (Омализумаб, 
Omalizumab) [25] или естественного 
разрешения аллергии. Особенно важ-
на в данном аспекте возможность оце-
нить эффективность планируемого ле-
чения и необходимость долгосрочного 
применения дорогостоящих иммуно-
биологических препаратов.

3. Проведение клинических испы-
таний в качестве биомаркера клиниче-
ского ответа на лечение (как правило, 
в контексте иммунотерапии). ВАТ по-
зволяет оценить эффективность имму-
нотерапии по реактивности базофилов 
и определению минимальной активи-
рующей дозы аллергена как демонстра-
цию формирования толерантности им-
мунной системы к аллергену [26, 27, 28].

4. Диагностика аутоиммунной хро-
нической крапивницы [27]. 

Необходимым условием успешного 
применения ВАТ в клинической прак-
тике является необходимость анали-
тической и клинической валидации 
тест-системы, а также клиническая 
валидация аллергенов для проточной 
цитометрии. Существующие на дан-
ный момент зарегистрированные тест-
системы обеспечивают выполнение 
первого требования, однако проблема 
стандартизованных аллергенов оста-
лась неразрешенной до настоящего 
момента и ограничивала широкое вне-
дрение ВАТ в аллергодиагностике. 

Актуальные руководства по ВАТ 
[11, 13, 30, 31] рекомендуют использо-

вать в качестве аллергенов цельные 
экстракты, например, арахиса [4], ку-
риного яйца, молока [29], пыльцевых 
аллергенов [6], нативные или реком-
бинантные белковые компоненты 
аллергенов [32, 33]. Диагностика ле-
карственной гиперчувствительности 
с помощью ВАТ в соответствии с ре-
комендациями может быть проведена 
с использованием лекарственных пре-
паратов в жидкой форме [5]. Необхо-
димо отметить, что описанный подход 
требует обязательной стандартизации 
аллергена на значительной выборке 
сенсибилизированных и относительно 
здоровых доноров, что возможно толь-
ко в условиях научно-исследователь-
ской лаборатории, но может быть неу-
добным для клинико-диагностических 
лабораторий. Одним из самых коммер-
чески доступных вариантов стандар-
тизованных аллергенов для клеточных 
тестов на российском рынке являются 
лиофилизованные аллергены компа-
нии Bühlmann (Швейцария). Исполь-
зование этих реагентов подразумевает 
постановку одновременно для несколь-
ких (до 4) человек, так  как восстанов-
ленные аллергены не предназначены 
для длительного хранения. 

Практический подход  
к валидации тест-системы  
и аллергенов для ВАТ

Более 10 лет «Компания Алкор Био» 
занимается производством реагентов 
для аллергодиагностики, в том числе 
и большого спектра аллергенов. Нако-
пленный опыт работы позволил раз-
вернуть разработку стандартизованных 
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аллергенов для применения в про-
точной цитометрии. Для проведения 
клинической валидации аллергенов ис-
пользовалась тест-система «АллергоФ-
лоу» (производство ООО  «Компания 
Алкор Био»), прошедшая все необходи-
мые этапы верификации и валидации 
в соответствии с актуальными реко-
мендациями Института клинических 
и лабораторных стандартов [7, 8]. 

В наборе «АллергоФлоу» реали-
зован принцип базофильного теста 
с использованием трехцветной панели 
моноклональных антител для проведе-
ния цитофлуориметрического анализа. 

В ходе цитофлуориметрического 
анализа выделяют целевую популяцию 

базофильных гранулоцитов и оцени-
вают их активацию. Коктейль моно-
клональных антител, используемый 
в наборе «АллергоФлоу», включает 
моноклональные антитела к лейко-
цитарным поверхностным маркерам, 
позволяющим выделить популяцию 
базофилов (FITC anti-human CD294 
и APC anti-human CD3). Основным 
специфичным маркером базофилов 
является CD294 (CRTH2) – молеку-
ла семейства рецепторов хемокинов, 
экспрессируется на базофилах, эо-
зинофилах, Th2-клетках и активи-
рованных моноцитах. Последующая 
изоляция базофилов от эозинофилов 
осуществляется по параметру бокового 

Рисунок 2. Оценка степени активации базофилов в соответствии с уровнем экспрессии 
маркера CD203c
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светорассеяния SS (см. рисунок 2, ги-
стограмму 2) и от Th2-лимфоцитов – 
с помощью лимфоцитарного маркера 
CD3 (рисунок 2, гистограмма 3). Ак-
тивированные моноциты, в свою оче-
редь, имеют более низкую плотность 
экспрессии CRTH2 (CD294dim), чем 
базофилы. Степень активации базофи-
лов оценивается по уровню экспрессии 
маркера CD203c (рисунок 2, гистограм-
мы 5а и 5b). Маркер CD203c также яв-
ляется специфичным для базофилов, 
так как присутствует и на неактиви-
рованных клетках. Таким образом, фе-
нотип базофилов можно описать как 
SSlow / CD294bright  / CD3neg / CD203c 
pos.

Результатом исследования являет-
ся индекс стимуляции (SI), который 
показывает, во сколько раз уровень 
экспрессии маркера CD203c в пробе 
с аллергеном или в пробе с положи-
тельным контролем выше, чем в отри-
цательном контроле. 

Корректная интерпретация ре-
зультатов теста требует включения 
проб отрицательного (ОК) и поло-
жительного контроля (ПК) в панель 
обследования каждого пациента. 
В случае отсутствия результатов 
по ПК или в случае низкого уровня 
активации в ПК (SI < 1,1) отрицатель-
ный результат в пробе с аллергеном 
можно расценивать только как лож-
ноотрицательный, поскольку такой 
пациент может относиться к группе 
индивидов, не отвечающих на IgE-
опосредованную активацию базофи-
лов, т.  н. non-responders (приблизи-
тельно 5–10% индивидов). 

Стандартизация аллергенов

Стандартизация аллергенов для 
ВАТ представляет собой процесс вы-
бора оптимальной рабочей концентра-
ции и определения критериев для ин-
терпретации результата на основании 
оптимальных значений по специфич-
ности и чувствительности. 

1. Выбор рабочей концентрации ал-
лергена основан на анализе кривой до-
за-эффект (dose-response curve), которая 
отражает зависимость индекса стимуля-
ции базофилов от концентрации аллер-
гена. Форма кривой доза-эффект может 
быть различной и зависит от сложности 
структуры и аффинности различных 
участков антигена (аллергена), эпитоп-
ной специфичности локализованных 
на базофилах IgE молекул [13].  Для кор-
ректного выбора рабочей концентрации 
необходимо проведение анализа на ши-
роком диапазоне концентраций аллер-
генов с привлечением статистически 
репрезентативной выборки пациентов, 
поскольку характер кривых может но-
сить индивидуальный характер. Таким 
образом, оптимальным значением кон-
центрации аллергена является то, при 
котором возможно получить макси-
мально высокую активацию базофилов 
(без цитотоксического влияния на лей-
коциты) у доноров с подтвержденной 
сенсибилизацией при минимальной ак-
тивации у условно здоровых лиц с уче-
том значительной индивидуальной ва-
риации.

2. Клиническая валидация выбран-
ной рабочей концентрации. Выбор 
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порогового значения SI. Основным 
аспектом клинической валидации ВАТ 
является определение порогового зна-
чения SI в зависимости от оптималь-
ных значений специфичности и чув-
ствительности для каждого аллергена.

Аналитические характеристики 
ВАТ зависят от аллергена, используе-
мого для проведения диагностики. Со-
гласно клиническим исследованиям, 
специфичность ВАТ составляет от 80  
до 100%, а чувствительность варьирует 
от 46 до 96% [13]. Максимальные значе-
ния чувствительности ВАТ демонстри-
рует для аллергенов белковой при-
роды (аэроаллергены, эпителиальные, 
пищевые) [11]. Чувствительность ВАТ 
в диагностике ЛГ значительно ниже 
(40–60%) и очень зависит от ряда пре-
аналитических факторов, таких как 
характер и срок давности клинических 
проявлений. Тем не менее ВАТ крайне 
полезен при необходимости уточнить 
неоднозначные результаты, получен-
ные другими in vitro-методами, а так-
же при невозможности проведения 
провокационных исследований.

Для проведения клинической ва-
лидации каждого аллергена, на базе 
кафедры детских болезней Военно-
медицинской академии им. Кирова 
формировались две выборки: «Груп-
па 1» – пациенты с подтвержденной 
сенсибилизацией и «Группа 2» – условно 
здоровые доноры. Минимальное коли-
чество пациентов в группах определя-
лось на основании анализа мощности 
исследования (d = 0,8, α = 0,05, Actual 
Power = 0,8) и составило: 15 пациентов 
в группе 1 и 20–30 человек для группы 2. 

Формирование групп исследования 
проводилось на основании критери-
ев включения и исключения. Пациен-
ты включались в группу при наличии 
анамнеза, результатов, полученных хотя 
бы одним из методов сравнения: спец-
ифические IgE антитела (исследование 
проводилось в тест-системе «ИФА – 
специфические IgE» (ООО «Компания 
Алкор Био», Россия) или скарифика-
ционные кожные пробы (проводились 
в кабинете аллерголога на кафедре дет-
ских болезней Военно-медицинской 
академии им. Кирова). Кроме того, при 
проведении ВАТ оценивалось значение 
SI в положительном контроле, которое 
должно быть не менее 1,1. Те образ-
цы, для которых SI (ПК) было меньше 
установленного критерия, исключались 
из анализа, поскольку относились ли-
бо к категории «non-responders», либо 
имели высокий уровень спонтанной 
активации базофилов (в отрицательном 
контроле), что также несет риск некор-
ректной интерпретации результата.

Значение порогового SI (Cut-off SI) 
определялось по формуле:

Cut-off SI = Mean (SI) + 2SD, 

где � Mean (SI) – среднее арифметическое 
значение SI в Группе 2 (условно здо-
ровые доноры);
SD – стандартное квадратичное от-
клонение в Группе 2 (условно здоро-
вые доноры).

Ниже приведена иллюстрация 
процесса стандартизации аллергена 
Тимофеевка луговая (как наиболее 
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демонстративный пример), а также 
оптимальные аналитические характе-
ристики, полученные при выбранном 
значении Cut-off SI.

Стандартизация аллергенов 
для проточной цитометрии 
на примере аллергена 
Тимофеевка луговая (g6)

1. Выбор рабочей концентрации. 
Для выбора рабочей концентрации 
аллергена Тимофеевка луговая были 
проанализированы результаты ВАТ, 
проведенного с использованием пяти 
разведений аллергена. Выборка поло-
жительных и отрицательных доноров 
включала по 10 человек с подтверж-
денной сенсибилизацией и условно 
здоровых (отрицательных) соответ-
ственно. Описание групп приведено 
в таблице 1.

Для пыльцевых аллергенов на-
блюдается значительная активация 
базофилов у сенсибилизированных 
доноров, уровень которой практиче-
ски не меняется (КВ% < 10%) в зави-
симости от концентрации аллергена. 
Значение РК выбиралось на основании 
отсутствия цитотоксического влияния 

дозы аллергена на лейкоциты и мини-
мальной активации базофилов у отри-
цательных доноров.

2. Клиническая валидация и выбор 
cut-off SI.  Для проведения клиниче-
ской валидации и выбора порогового 
значения SI для аллергена Тимофеевка 
луговая (g6) были собраны две группы 
доноров. Группа 1 включала пациентов 
с клиническими проявлениями полли-
ноза в анамнезе и подтвержденной сен-
сибилизацией к аллергену Тимофеевка 
луговая (с помощью результатов ИФА 
и/или СКП). Для получения достовер-
ных результатов обследование больных 
данной группы проводилось вне сезо-
на обострения. Группа 2 включала ус-
ловно здоровых доноров или доноров 
с другим спектром сенсибилизации. 
Характеристика групп исследования 
и результаты приведены ниже.

Группы исследования достовер-
но различались по среднему арифме-
тическому значению SI с аллергеном 
(p < 0,05). На основании результатов 
ВАТ, полученных в Группе 2, было 
определено пороговое значение SI для 
аллергена g6 (cut-off SIg6 = 1,8). Уста-

Таблица 1

Характеристика групп доноров для выбора рабочей концентрации 
аллергена Тимофеевка луговая, медиана и межквартильный интервал

Группа Возраст, лет Уровень spIgE 
(g6), МЕ/мл SI (ПК) SI (g6)

Положительные 
доноры (n = 10)

5,5 (5,00–9,25) 3,35 (1,69–8,45)* 3,5 (3,05–5,65) 3,89 (3,15–5,45)*

Отрицательные 
доноры (n = 10)

8,0 (5,0–11,5) 0,21 (0,16–0,29)* 2,1 (1,73–4,46) 1,12 (0,97–1,35)*

Примечание: * р-value < 0,05. 

Справочник заведующего КДЛ24

Повышение квалификации



новленное значение критерия позволи-
ло получить оптимальные аналитиче-
ские характеристики и максимальное 
соответствие результатам методов 
сравнения (таблица 3).

В соответствии с установленной 
стратегией была проведена стандарти-
зация 25 аллергенов из разных групп 
(таблица 4). Необходимо отметить, что 
стандартизация лекарственных аллер-
генов, безусловно, представляет собой 
наиболее трудную задачу ввиду редкой 
встречаемости доноров с подтверж-
денным диагнозом. Поэтому сбор 
клинического материала и валидация 
лекарственных аллергенов проходит 
в мультицентровом режиме, с участи-
ем медицинских учреждений г. Санкт-
Петербурга.

Заключение
На сегодняшний день тест-система 

«АллергоФлоу» и аллергены для про-
точной цитометрии производства ООО 
«Компания Алкор Био» являются един-

ственной отечественной альтернативой 
дорогостоящим импортным аналогам 
(Государственный реестр медизделий 
roszdravnadzor.gov.ru/services/misearch).

Использование валидированной 
тест-системы и стандартизованных 
аллергенов обеспечивает надежность 
применения ВАТ в клинико-лабо-
раторной практике и позволяет ис-
пользовать высокочувствительный 
и информативный метод для реше-
ния сложных клинических ситуаций. 
Стандартизация аллергенов для ВАТ 
упрощает интерпретацию результатов 
в условиях клинико-диагностических 
лабораторий и таким образом позво-
ляет ввести ВАТ в широкую клиниче-
скую практику. Кроме того, благодаря 
стандартизованному подходу к приме-
нению ВАТ появляется возможность 
организации мультицентровой оцен-
ки диагностической эффективности 
ВАТ, что особенно необходимо с точки 
зрения диагностики лекарственной ги-
перчувствительности.
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Рисунок 3. Уровень активации базофилов у положительных и отрицательных доноров 
при разных концентрация аллергена g6
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Таблица 2

Характеристика групп доноров для проведения клинической валидации 
аллергена Тимофеевка луговая, медиана и межквартильный интервал

Группа Возраст, лет Уровень spIgE 
(g6), МЕ/мл

Среднее 
значение (ПК)

Среднее 
значение (g6)

Положительные 
доноры (n = 20)

14,5 ( 10,0–16,2) 4,37 (1,94–26,68)* 3,5 (2,92–5,67) 3,50 (2,92–5,67)*

Отрицательные 
доноры (n = 33)

11,0 (9,0–16,0) 0,02 (0,00–0,21)* 2,35 (1,73–4,5) 1,12 (0,97–1,42)*

Примечание: *р-value < 0,05.

Таблица 3

Аналитические характеристики ВАТ для аллергена Тимофеевка луговая 
(при cut-off SIg6 = 1,8)

Группа Совпадение 
ВАТ и спIgE

Совпадение 
ВАТ и СКП

Совпадение ВАТ 
с диагнозом Sp % Se %

Группа 1 (n = 20) 100% (20/20) 92% (11/12) 100% (20/20) 100 % 100 %
Группа 2 (n = 33) 100% (33/33) 100% (12/12) 100% (33/33)

Таблица 4

Перечень стандартизованных аллергенов для использования с набором 
«АллергоФлоу»

Код Наименование Код Наименование
Лекарственные аллергены

C 79 lohexol C 80 lopromide
C 68 Ультракаин (Артикаин) C 82 Лидокаин
C 88 Мепивакаин C 83 Новокаин (Прокаин)
C 100 Прилокаин (Цитанест) C 89 Бупивакаин (Маркаин)
C 204 Амоксициллин C 69 Цефалексин
C 91 Анальгин (Метамизол)

Инсектные аллергены и яды насекомых
i1 Яд пчелы i75 Яд шершеня
Пищевые аллергены
f4 Пшеница f245 Яйцо цельное (куриное)
f2 Молоко коровье f3 Треска
f14 Соя f13 Арахис

Ингаляционные аллергены
t3 Береза g6 Тимофеевка
e1 Эпителий кошки e5 Перхоть собаки
h1 Пыль домашняя m3 Aspergillus fumigatus
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