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Introduction. Immune mechanisms in the pathogenesis of concomitant chronic diseases cannot be considered an exhaustively studied issue, though it has been discovered that the state of cellular and humoral immune protection is characterized by multi-directional disorders [9, 11]. Given that the overall non-specific immune defense is defined by multivariate intrasystem interaction between separate indicators and nexuses of the immune system, the study of the mechanisms and hysteresis of compensatory reactions, their orientation and expression in young patients with chronic diseases of the gastrointestinal tract (CD of GIT) and chronic lung diseases (CLD) is quite relevant. Determining the characteristics of the immune system in its interaction with the duration of the disease seems topical, since even in case of no evident relapse they are clinically manifested through immunodeficiency states (IDS), which leads to worsening of concomitant chronic diseases.

The research objective was to develop a generally affordable algorithm of diagnosing immunoregulatory responses based on the assessment of the system of non-specific immune protection in adolescents with comorbidity.

Material and methods. The research program included studying the state of T-, B-, and phagocytic immunity chain in groups of patients with concomitant CD of GIT and CLD and in the control group. The blood for immunological studies was taken from the median cubital vein in the morning, the patient's stomach being empty. The quantitative content of T-lymphocytes (CD3+), their subpopulations (CD4+ and CD8+) and B-lymphocytes (CD19+) was determined by indirect membrane immunofluorescence. The number of T-active subpopulation of lymphocytes was determined during their reaction of rosette formation with sheep erythrocytes [10]. Conclusions about the violation of receptor reaction to immunocompetent cells (ICC) were made on the basis of the observed increase in the weight share of E-ROC and CD3+ cells [3]. The functional activity of ICC was assessed according to the level of spontaneous proliferation of lymphocytes and  judging by the intensity of proliferation under the influence of PHA [4]; the blocking activity of auto-serum was assessed according to the inhibition degree of blasttransformation of lymphocytes with PHA (with and without auto-serum) [ 1]. The content of serum immunoglobulins (IgG, IgA, IgM) and secretory immunoglobulin (sIgA) in saliva was determined with the help of the spectrophotometric method, using 7.0% PEG and monospecific serum against human immunoglobulins [2]. Phagocytic immunity was assessed by metabolic and phagocytic activity of blood neutrophils. As an object of phagocytosis, inactivated daily aureus culture (strain 209) was used, phagocytic number (PN) and phagocytic index (PI) of neutrophils were determined (using the average number of microbes) [6]. Metabolic activity of phagocytic cells was assessed through spontaneous and induced NBT testing [8]. Daily inactivated culture of staphylococcus (strain 209) was used as a catalyst for this test. 
To display the patterns of the immune system, the method of constructing hysterography (in the form of a standardized formula) of compensatory changes in the immune status has been used, which reflects the degree of immune disorders (D) for each of the analyzed parameters of immunography that was calculated using the following formula: D = 100(dn/d0)-100, where dn is the analyzed indicator of the patient's immunography, d0 is the reference value of the index. To construct a hysterography of the immune system (HIS) and immune disorders formula (IDF), diagnostic value ratio was used, which was calculated according to the formula GJ = 2(σ12 + σ22)/(M1-M2) where σ1 and σ2 are standard deviation indices, and M1 and M2  are average arithmetic indicators. Analysis of the results was conducted using the methods of variation statistics and principles of pathology informatics [5, 7], Algorithms of applied statistical methods from the standard set of statistical inventory of the EHEL licensed software environment were used.

Presentation of the results. Formation of the discovered compensatory reactions in the system of non-specific immune defense made it possible to determine separate quantitative patterns. Pathometric analysis of these quantitative patterns was performed among the patients with concomitant CD of GIT and CLD with their preliminary division into two groups: the first group included 73 patients with less than 5-year-long clinical manifestations, and the second group included 37 patients with clinical manifestations over 5 years. Defining the informative value and diagnostic value indices of the most significant signals of a certain non-specific immune defense system condition was the distinguishing feature of pathometric analysis of the altered physiological responses in patients.

The most valuable diagnostic indicator (3,495 bits) of the availability of immunoregulatory compensation responses (Table 1) is the relative index of Tact lymphocytes number. It has been revealed that its reduction to the level of 0.8 Tref is almost five times more frequent among the patients from the second group (in (14.0+5.3)% and (72,1±6,8)% of the patients respectively). Pathometric coefficients of the indicator are PC – = -7.1 and PC+ = +4.1. This pathometric indicator takes the first rank place in the diagnostic algorithm; the presence of inhibition in the T-chain of nonspecific immune defense in the patients with clinical manifestations over 5 years is credibly higher (p<0.0001) and, unlike the early period of concomitant pathology, it is not compensated for by an increase in the absolute number of lymphocytes.

The second ranked site according to the diagnostic value index (I=3.045 bits) goes to the ratio between the value of SI RBTL of a patient and the reference value of SI RBTL. We have discovered that the decrease in this index is more characteristic of a long course of concomitant CD of GIT and CLD (observed in (60.9±7.2)% of the patients from the second group and (9.3±4.4)% of the patients from the first group; p<0.0001). Pathometric coefficients of the indicator are PC – = -8.1 and PC+= +3.6; pathophysiological role of the indicator lies in the fact that RBTL inhibition evidences for a regulatory imbalance and the presence of immunoregulatory decompensation (p<0.001).

The third place in the rank belongs to the diagnostic index value ​​(I=2.453 bits) as the ratio between the measured and the reference SI value of the NBT test, which characterizes the state of the phagocytic chain and, as we found, is significantly more frequently recorded (p<0.001) in the patients with clinical manifestations of over 5 years: in (80.4±5.8)%, while in the first group the result is (30.2±7.0)% of the patients. Since the NBT test reflects compensatory reserves of the phagocytic chain, its relative reduction during a longer period indicates the deregulatory changes and depletion of adaptation reserves of the non-specific immune defense system (PC – = -4.2 and PC+=+5.5).

During the study, we have also found that in terms of information and diagnostic value, there are a number of criteria that can be used in the diagnostic algorithm of immunoregulatory compensation responses.

In particular, this is the standard rate of spontaneous NBT test (I=2.109 bits), the ratio between the baselines of B- and T-chains (I=2.024 bits), the standardized rate of spontaneous lymphocyte proliferation (I=2.012 bits), the ratio between standardized rates of secretory and serum immunoglobulin A (I=1.684 bits) and others.

Pathometric factors, the power of influence and diagnostic value have been defined for each of the indicators, which made it possible to apply the principles of pathology informatics and use the principles, which have the highest information content. Diagnostic indicators of the immunoregulatory functional compensation of non-specific immune defense depend on the period of clinical manifestation of concomitant CD of GIT and CLD and are characterized by different diagnostic value and various pathometric coefficients (PC). However, to simplify the process of diagnosing immunoregulatory compensation responses, a table algorithm has been offered, since it is relatively simpler and equally informative. The advantages of the specified algorithm (Table 1) are as follows: after the laboratory research is conducted, its results are analyzed in a particular algorithmic sequence and evaluated in accordance with pathometric importance of relevant indicators. It should be noted that the procedure of consistent pathometric analysis of the indicators (diagnostic features), applied for the development of diagnostic algorithm, is based on the fact that the preliminary use of the expert method helped to establish the maximum allowable errors of the first type (α=1.5% - hyperdiagnosis error) and the second type (hypodiagnosis error β=1.5%). They do not exceed 1.0-3.0%, which determines the maximum (DSMAX= +19) and minimum (DSMIN= -19.0) diagnostic sum (DS) of pathometric coefficients.

Applying the algorithm of diagnosing immunoregulatory compensation responses presupposes high sensitivity and specificity, the level of which will be at least 98.5%. Diagnosis of immunoregulatory compensation responses in young people with concomitant CD of GIT and CLD determines the following stages of the developed technology:

the first (laboratory) stage - a particular patient undergoes immunological examination;

the second (quantitative and analytical) stage - standardized ratios are defined and values ​​of diagnostic criteria are obtained;

Table 1
Diagnostic algorithm* of immunoregulatory responses in adolescents with concomitant cases of CD of GIT and CLD
	Logical meaning of  diagnostic criteria of immunoregulatory responses in patients
	Pathometric coefficients with various options of functional tests

	
	criterion
	PC



	Content share of Тactive lymphocytes (Тact(%)/Тref)
	<0,8
	-7,1

	
	≥0,8
	+4,1

	RBTL stimulation index value:
 SI RBTL / SI RBTLREF
	<1,0
	-8,1

	
	≥1,0
	+3,6

	SI NBT / SI NBTref stimulation index value 
	<1,0
	-4,2

	
	≥1,0
	+5,5

	Results of the spontaneous NBTtest (NBT / NBTREF)
	<1,0
	-6,2

	
	≥1,0
	+3,1

	The value of immunoregulatory index
(CD19 + CT/Тact lymph)
	>1,5
	-3,2

	
	≤1,5
	+5,9

	Rate of spontaneous proliferation of lymphocytes (SPL/ SPLREF)
	>1,0
	-7,3

	
	≤1,0
	+2,6

	Value of immunoglobulin index (sIgACT/IgACT)
	<1,0
	-3,8

	
	  ≥1,0
	+5,1


* each indicator is used to evaluate the role of diagnostic criteria, the corresponding pathometric coefficients are added; when the diagnostic margin (-19 or +19) is reached; the result scale is used to define the type of reaction;

the third (functional and diagnostic) stage – the developed algorithm is used by means of successively adding coefficients to achieve one of the diagnostic margins (PSMIN=-19; PSMAX=+19), while the pathometric scale is used to simplify the diagnostic process (Fig. 1).
	Assessment scale of immunoregulatory compensation responses 

	(Н↓↓)
	PSmin≤ -19,0
	(Н↑↓)
immunodependent regulatory imbalance
	PSmax≥ +19,0
	(Н↑)

	immunodependent

regulatory decompensation
	
	immunodependent regulatory compensation


Fig.1. Assessment scale of immunoregulatory compensation responses 

Conclusions.
1. Substantiated by the results of clinical and immunological research, the diagnostic algorithm of immunoregulatory compensation responses in young people with CD of GIT and CLD takes into account the diagnostic value of the discovered functional changes, cellular, morphological and humoral mechanisms during the process of emerging and development of comorbidity.

2. Functional tests, contained in the algorithm, allow reducing the volume of diagnostic examinations, maintaining diagnostic accuracy of the immunoregulatory compensation responses.

3. Method guidelines of the sector level have been prepared and implemented for the purpose of practical application of the diagnostic algorithm of immunoregulatory compensation responses in the system of medical examination of youth and adolescents.

The perspectives of further research are related to the study of effective implementation of the developed algorithm in general medical practitioners' activity and in family medicine.
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Вступ. Імунні механізми у патогенезі поєднаних хронічних захворювань не можна вважати вичерпно вивченими, хоча з’ясовано, що стан клітинного та гуморального ланцюгів імунного захисту характеризується різноспрямованими порушеннями  [9, 11]. Зважаючи на те, що загальний стан неспецифічного імунного захисту визначається багатофакторними внутрішньосистемними взаємозв’язками між окремими показниками та ланками імунної системи, досить актуальним є дослідження механізмів та гістерезису компенсаторних реакцій, їх спрямованості та виразності у хворих мололодого віку з хронічними захворюваннями шлунково-кишкового тракту (ХЗ ШКТ) та хронічними захворюваннями легенів (ХЗЛ). Актуальним є визначення особливостей імунної системи у взаємозв’язку з тривалістю перебігу захворювання, оскільки навіть за умов відсутності загострень, клінічно маніфестуються імунодефіцитними станами (ІДС), що в свою чергу призводить до погіршення перебігу поєднаних хронічних захворювань. 

Метою роботи була розробка доступного для загальної практики алгоритму діагностики імунорегуляторних реакцій на основі оцінки стану системи неспецифічного імунного захисту у підлітків з поєднаною патологією.
Матеріал та методи дослідження. Програма дослідження включала вивчення стану Т-, В- та фагоцитарного ланцюга імунітету в групах хворих з поєднаними ХЗ ШКТ та ХЗЛ та серед осіб контрольної групи. Кров для імунологічних досліджень забирали із кубітальної вени вранці натще. Кількісний вміст Т-лімфоцитів (CD3+), їх субпопуляцій (CD4+ и CD8+) та В-лімфоцитів (СD19+) визначали методом непрямої мембранної імунофлюоресценції. Чисельність Т-активної субпопуляції лімфоцитів визначали в ре​акції розеткоутворення з еритроцитами барана [10]. Про порушення експресії рецепторів на імунокомпетентні клітини (ІКК) робили висновок на підставі наявності підвищення питомої ваги Е-РОК та СDЗ+ клітин [3]. Функціональну активність ІКК оцінювали за рівнем спонтанної проліферації лімфоцитів та за показником інтенсивності проліфера​ції під впливом ФГА [4]; блокуючу активність аутосироватки оцінювали по величині пригнічення бласттрансформації лімфоцитів з ФГА (без та в присутності аутосироватки) [1]. Вміст сироваткових імуноглобулінів (IgG, IgА, IgМ) та секреторного (sIgA) у слині визначали спектрофотометричним методом з 7,0% ПЕГ застосовуючи моноспецифічні сироватки проти імуноглобулінів людини [2]. Фагоцитарний ланцюг імунітету оцінювали по фагоцитарній та метаболічній активності нейтрофілів крові. У якості об’єкта фагоцитозу використовували інактивовану добову культуру стафілококу (штам 209); визначали фагоцитарне чис​ло (ФЧ) та фагоцитарний індекс (ФІ) нейтрофілів (через середню кількість мікробних тіл) [6]. Метаболічну активність, клітин які фагоцитували оцінювали по спонтанному та індукованому НСТ-тесту [8]; у якості стимулятора цього тесту використовували інактивовану добову культуру стафілококу (штам 209). 

Для відображення закономірностей стану імунної системи опрацьовано методику побудови гістерезисограмм (у вигляді стандартизованої формули) компенсаторних змін імунного статусу, яка відображає ступінь імунних розладів (D) по кожному із аналізованих показників імунограмми, яку розраховували із застосуванням формули: D=100(dn/d0)-100, де dn – аналізований показник імунограмми пацієнта, d0 – референтне значення показника. Для побудови гістерезисограмми імунної системи (ГІС) та формули імунних розладів (ФІР) застосовано коефіцієнт діагностичної цінності, який обчислювали по формулі GJ=2(σ12 + σ22)/(М1-М2)2, де σ1 та σ2 – середні квадратичні відхилення, а М1та М2 - середні арифметичні показники. Аналіз результатів виконано із застосуванням методів варіаційної статистики та принципів патоінформатики [5, 7]; застосовували алгоритми статистичних методів із стандартного набору статистичного інструментарію ліцензованого програмного середовища “EXEL”. 

Обговорення результатів. Формування компенсаторних реакцій у системі неспецифічного імунного захисту, які виявлені дозволили визначити окремі кількісні закономірності. Патометричний аналіз цих кількісних закономірностей, виконано серед хворих з поєднаними ХЗ ШКТ та ХЗЛ з попереднім їх розподілом на дві групи: перша – 73 хворих з давністю клінічної маніфестації до 5 років; друга – 37 хворих з давністю клінічної маніфестації понад 5 років. Відмінністю патометричного аналізу змінених фізіологічних реакцій хворих було визначення показників інформативності, діагностичної цінності найбільш значимих показників стану системи неспецифічного імунного захисту.

Найбільш діагностично цінним (3,495 біт) показником стосовно наявності імунорегуляторних реакцій компенсації (табл.1) є відносний показник кількості Такт лімфоцитів; з’ясовано, що його зменшення до рівня 0,8Треф практично в п’ять разів частіше реєструється серед хворих другої групи (у (14,0±5,3)% та (72,1±6,8)% хворих відповідно). Патометричні коефіцієнти індикатора:  ПК–= – 7,1 та ПК+ = +4,1. Цей патометричний індикатор займає перше рангове місце в діагностичному алгоритмі; наявність пригнічення Т-ланцюга неспецифічного імунного захисту у хворих з давністю клінічної маніфестації понад 5 р. достовірно (р<0,0001) вища і, на відміну від раннього періоду перебігу поєднаної патології, не компенсується збільшенням абсолютної кількості лімфоцитів.

На другому ранговому місці по показнику діагностичної цінності (І=3,045 біт) – співвідношення між значенням ІС РБТЛ конкретного хворого та референтним значенням ІС РБТЛ; нами виявлено, що зменшення цього індекса більш характерно для тривалого перебігу поєднаних ХЗ ШКТ та ХЗЛ (виявлено серед (60,9±7,2)% хворих другої та серед (9,3±4,4)% хворих – першої групи; р<0,0001). Патометричні коефіцієнти індикатора:  ПК–= – 8,1 та ПК+ = +3,6; патофізіологічне значення індикатора зводиться до того, що пригнічення РБТЛ свідчить на користь регуляторного дисбалансу та наявності імунорегуляторної декомпенсації (р<0,001).

На третьому ранговому місці по показнику діагностичної цінності (І=2,453 біт) – співвідношення між виміряним та референтним значенням ІС НСТ-тесту, що характеризує стан фагоцитарного ланцюга і, як з’ясовано нами, достовірно (p<0,001) частіше реєструється серед хворих з давністю клінічної маніфестації понад 5 р. – у (80,4±5,8)%, тоді як в першій групі – у (30,2±7,0)% хворих. Власне, оскільки НСТ-тест відображає компенсаторні резерви фагоцитарного ланцюга, то і його відносне зменшення і віддаленому періоді свідчить про дисрегуляторні зміни та виснаження адаптаційниї резервів системи неспецифічного імунного захисту (ПК–= – 4,2 та ПК+ = +5,5). 

В процесі дослідження нами також з’ясовано, що за показниками інформативності та діагностичної цінності існує ще низка критеріїв, які мозна використовувати в алгоритмі діагностики імунорегуляторних реакцій компенсації. 

Зокрема, це – стандартизований показник спонтанного НСТ-тесту (І=2,109 біт), співвідношення між базовими показниками В- та Т- ланцюгів (І=2,024 біт), стандартизований показник спонтанної проліферації лімфоцитів (І=2,012 біт), а також співвідношення між стандартизованими показниками секреторного та сироваткового імуноглобуліну А (І=1,684 біт) та деякі інші.

Для кожного із індикаторів визначено патометричні коефіцієнти, сила впливу та діагностична цінність, що і дозволило застосовуючи принципи патоінформатики використати ті із них, яким властива найвища інформативність. Індикатори діагностики імунорегуляторної компенсації функціонального стану неспецифічного імунного захисту в залежності від давності клінічної маніфестації поєднаних ХЗ ШКТ та ХЗЛ характеризуються різною діагностичною цінністю та різними патометричними коефіцієнтами (ПК). Водночас, для спрощення діагностики імунорегуляторних реакцій компенсації, опрацьовано табличний алгоритм, який відносно більш простий та не менш інформативний. Перевагами вказаного алгоритму (табл. 1) є те, що після безпосереднього виконання лабораторних досліджень їх результати аналізуються у визначеній алгоритмом послідосності та оцінюються у відповідності до патометричного значення відповідних індикаторів. Окремо слід зазначити, що застосована для розробки діагностичного алгоритму процедура послідовного патометричного аналізу індикаторів – діагностичних ознак базується на тому, що попередньо (експертним методом) нами були встановлені максимально-допустимі помилки першого (α=1,5% - помилка гіпердіагностики) та другого (помилка гіподіагностики β=1,5%) роду, які не перевищують 1,0-3,0%, що і визначає рівень максимальної (ДСMAX=+19) та мінімальної (ДСMІN= – 19,0) діагностичної суми (ДС) патометричних коефіцієнтів (ПК). 

Застосування алгоритму діагностики імунорегуляторних реакцій компенсації передбачає високу чутливість та специфічність, рівень яких становить не менше 98,5%. Діагностика імунорегуляторних реакцій компенсації у осіб молодого віку з поєднаними ХЗ ШКТ та ХЗЛ передбачає кількаетапну технологію: 

на першому (лабораторному) етапі – у конкретного хворого виконують імунологічне дослідження;

на другому (кількісно-аналітичному) етапі – визначають стандартизовані співвідношення та одержують значення діагностичних критеріїв;

Таблиця 1
Алгоритм  діагностики*  

імунорегуляторних реакцій у підлітків з поєднаним перебігом ХЗ ШКТ та ХЗЛ
	Логічне значення діагностичних критеріїв 

імунорегуляторних реакцій 

у хворих 
	Патометричні коефіцієнти при різних варіантах функціональних тестів

	
	критерій
	ПК

	Питомий вміст Тактивних лімфоцитів (Такт(%)/Треф)
	<0,8
	–7,1

	
	≥0,8
	+4,1

	Значення індекса стимуляції РБТЛ:  
ІС РБТЛ / ІС РБТЛРЕФ
	<1,0
	–8,1

	
	≥1,0
	+3,6

	Значення індекса стимуляції ІС НСТ / ІС НСТРЕФ
	<1,0
	–4,2

	
	≥1,0
	+5,5

	Результати спонтанного НСТтесту

 (НСТ / НСТРЕФ)
	<1,0
	–6,2

	
	≥1,0
	+3,1

	Значення імунорегуляторного індекса 

(СD19+СТ/Такт лімф)
	>1,5
	–3,2

	
	≤1,5
	+5,9

	Показник спонтанної проліферації лімфоцитів 

(СПЛ/ СПЛРЕФ)
	>1,0
	–7,3

	
	≤1,0
	+2,6

	Значення імуноглобулярного індекса 

(sIgAСТ/IgAСТ)
	<1,0
	–3,8

	
	≥1,0
	+5,1

	*по кожному індикатору зазначають значення діагностичного критерію, а відповідні патометричні коефіцієнти додають; по досягненню діагностичного порогу (- 19 або +19), з використанням шкали результату визначають тип реакції 


на третьому (функціонально-діагностичному) етапі застосовують опрацьований алгоритм шляхом послідовного додавання коефіцієнтів до досягнення одного із діагностичних порогів (ПСMIN=–19; ПСMAX=+19), а для спрощення діагностики застосовують патометричну шкалу (рис1).

	Шкала оцінки імунорегуляторних реакцій компенсації

	(Н↓↓)
	ПСmin ≤ –19,0
	(Н↑↓)

імунозалежний регуляторний дисбаланс
	ПСmax ≥ +19,0
	(Н↑)

	імунозалежна

регуляторна 

декомпенсація 
	
	імунозалежна 

регуляторна 

компенсація 


Рис.1. Шкала оцінки імунорегуляторних реакцій компенсації 
Висновки. 
1. Обґрунтований за результатами клініко-імунологічного дослідження алгоритм діагностики імунорезуляторних рекцій компенсації у осіб молодого віку з ХЗ ШКТ та ХЗЛ враховує діагностичну цінність виявлених функціональних змін, клітинно-морфологічних та гуморальних механізмів впродовж виникнення та розвитку поєднаної патології. 
2.Функціональні тести, які містяться у алгоритмі дозволяють зменшити об’єм діагностичних обстежень при збереженні точності діагностики імунорегуляторних реакцій компенсації.
3. Для практичного застосування алгоритму діагностики імунорегуляторних реакцій компенсації у системі диспансеризації осіб молодого віку та підлітків підготовлені та впроваджені методичні рекомендації галузевого рівня.

Перспективи подальших досліджень пов’язані з вивченням ефективності впровадження розоробленого алгоритму в діяльність лікарів загальної практики / сімейної медицини.
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