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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

БА – бронхиальная астма

ИРИ – иммунорегуляторный индекс

НСТ – нитросиний тетразолий

НСТ сп – спонтанный тест восстановления нитросинего тетразолия

НСТ ст – стимулированный тест восстановления нитросинего тетразолия 

ФАН сп – индекс фагоцитарной активности нейтрофилов в спонтанном тесте

ФАН ст – индекс фагоцитарной активности нейтрофилов в стимулированном

                  тесте

ФЧ сп – фагоцитарное число в спонтанном тесте ФАН

ФЧ ст – фагоцитарное число в стимулированном тесте ФАН

ЦМВ – цитомегаловирус

CD – кластер дифференцировки

CD абс. – абсолютное значение лимфоцитов (х103/л)

CD3+ – зрелые Т-лимфоциты

CD19+ – зрелые В-лимфоциты

CD4+– Т-хелперы/индукторы

CD8+– Т-супрессоры/цитотоксические клетки

CD16+ – натуральные киллеры

IgA – иммуноглобулины класса А

IgM – иммуноглобулины класса М

IgG – иммуноглобулины класса G
IgE – иммуноглобулины класса Е

Введение
Несмотря на все несомненные успехи современной аллергологии отмечается неуклонный рост распространенности бронхиальной астмы в больше экономически развитых стран мира. К настоящему времени регистрация этого заболевания достигла 10% среди детской популяции населения Земли, этот рост продолжается и в настоящее время, в том числе в России. По данным Всероссийской диспансеризации 2002 года, заболеваемость этим недугом за десять лет в группе детей до 14 лет выросла более чем в три раза, у подростков старше 15 лет – более чем в 13 раз [91].

В связи с этим лечение бронхиальной астмы остаётся не только  актуальной проблемой в аллергологии, но и приобретает все большее значение. Согласно современным представлениям, бронхиальную астму рассматривают как самостоятельную нозологическую форму, при которой развивается хроническое аллергическое воспаление, сопровождающееся обратимой бронхиальной обструкцией и гиперреактивностью бронхов. Основной механизм развития данного заболевания – иммунологический [5, 13, 61, 76, 102, 189]. Именно на его коррекцию направлены активно применяющиеся в настоящий момент схемы лечения – как базисной терапии, так и купирования приступов.
Благодаря достижениям современной фармакологии и  аллергологии в лечении основного патологического процесса бронхиальной астмы достигнуты значительные успехи. Стандартизация и повсеместное применение научно обоснованных методов, эффективность которых доказана, согласно положений доказательной медицины, привели к тому, что за предыдущие десятилетия значительно снизился уровень относительной смертности от бронхиальной астмы, улучшилось качество жизни больных, достигнуто кратное снижение частоты тяжелых форм заболевания [12]. Однако доля больных, у которых достигнут полный контроль бронхиальной астмы, согласно современным исследованиям (Global Burden of Asthma Report (GBAR), 2004) не превышает 5% среди всех живущих пациентов, страдающих бронхиальной астмой. Даже в наиболее развитых странах в условиях постоянного профессионального наблюдения и бесплатного снабжения  препаратами базисной терапии такая доля не превышает 2/3 больных (NHWS-National Health and Wellness Survey, 2006).
В связи с этим разработка новых методов комплексной терапии бронхиальной астмы остаётся среди главных задач аллергологии. Один из путей ее решения – воздействие на неатопические факторы, усугубляющие риск развития болезни и частоту обострений при их воздействии. Влияние этих факторов на течение бронхиальной астмы общепризнанно и в настоящее время привлекает всё большее внимание. Большая роль среди них отводится инфекциям. Роль многих из них, например респираторно-сентициального вируса, риновируса, микоплазмы, хламидии уже изучалась [4, 7, 14, 17, 28, 45].

Наибольший интерес в целях достижения контроля бронхиальной астмы и улучшения прогноза заболевания представляет выявление роли пневмотропных внутриклеточных инфекций, способных к длительной персистенции в слизистой бронхов, являющихся при бронхиальной астме органом-мишенью, и, следовательно, к длительному и постоянному поддержанию и усилению аллергического воспаления бронхов. К таким инфекциям в первую очередь можно отнести микоплазменную, хламидийную, цитомегаловирусную и пневмоцистную инфекции. Действительно, по данным литературы отмечается значительно более частое инфицирование этими возбудителями детей с бронхиальной астмой, чем в популяции в целом.
В отношении влияния хламидийной и микоплазменной инфекции на клиническое течение бронхиальной астмы, частоту и тяжесть обострений, существует ряд исследований [92, 102]. Показана эффективность этиотропной терапии микоплазмоза и хламидиоза макролидами в сочетании с иммунокорректорами (полиоксидоний, тимомиметики) при бронхиальной астме у детей.

Однако влияние цитомегаловируса на течение и патогенез бронхиальной астмы изучены недостаточно. 
Поскольку влияние цитомегаловируса на течение бронхиальной астмы до настоящего момента доказано не было, то его лечение специфическими противовирусными средствами так же не проводилась. Однако существуют схемы терапии, применяемые в иных ситуациях, например, при врожденной цитомегаловирусной инфекции. Для её лечения применяются как антивирусные препараты: ганцикловир, фоскарнет [9, 10], так и специфические иммуноглобулины с высоким титром антител против цитомегаловируса. В первую очередь это касается препарата «Цитотек» [38, 39, 135], который с успехом используется и в педиатрической практике, в том числе для лечения новорожденных с внутриутробной инфекцией [65]. В связи с высокой токсичностью и сложными схемами введения ганцикловир и фоскарнет могут использоваться только в тяжелых случаях, несущих угрозу жизни ребенка. Поэтому предпочтительными для прекращения репликации цитомегаловируса в бронхах у детей с бронхиальной астмой являются иммуноглобулины с высоким титром антител против цитомегаловируса, в том числе отечественных производителей [73]. При использовании иммуноглобулинов в качестве специфической монотерапии цитомегаловируса наступает не только клиническое улучшение, купирование вирусемии, вирусурии и исчезновение специфического IgM в крови, но и значительное улучшение показателей иммунитета [162]. 

Исходя из вышеизложенного, очевидна необходимость тщательного исследования вопроса о влиянии цитомегаловируса на течение бронхиальной астмы, изучения особенностей состояния иммунной системы у таких детей и обоснования включения в комплексное лечение  препаратов, специфически прекращающих репликацию цитомегаловируса в бронхах.
Этому вопросу и было посвящено наше исследование. Работа проведена на базе клиники Хабаровского филиала «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания» СО РАМН – НИИ охраны материнства и детства в период с 2008 по 2012 годы. Было обследовано 108 больных страдающих бронхиальной астмой в возрасте от 1 до 17 лет, проживающих в Дальневосточном федеральном округе (Хабаровский край, Еврейская автономная область, Амурская область). Чуть более половины из них (53%) – горожане. Средний возраст детей составил 7,8±1,4 года. Набор исследуемой группы проводился по обращаемости.

При статистическом анализе результатов исследования использовались стандартные методы вариантной статистики с использованием средств автоматизации расчетов.  В группах с малым количеством наблюдений прибегали к статистическим критериям, основанным на свойствах нормального распределения: критерий математического ожидания, расчёт стандартного отклонения. Проверку статистической гипотезы равенства групповых средних проводили по t-критерию Стьюдента (двухвыборочный t-критерий). При описании достоверности результатов статистического анализа было использовано выражение «р<0,05». Исследование взаимосвязи определяемых признаков проводилось корреляционным анализом с вычислением парного коэффициента корреляции Пирсона. Значения достигнутого уровня значимости коэффициента корреляции представлены в виде: r=-0,52, p<0,05; r=053, p<0,001. Результаты, значимые на уровне p<0,05 рассматривались как статистически значимые, а результаты с уровнем p< 0,005 или p<0,001 как высоко значимые [30].

Глава 1. Бронхиальная астма И пневмотропные 
инфекции - популяционная характеристика 
и патогенетическое взаимодействие
В последние годы отмечается повсеместный рост распространённости бронхиальной астмы, по некоторым данным этим заболеванием страдает свыше 10% населения планеты [13]. По данным официальной Российской статистики заболеваемость бронхиальной астмой росла в течение предыдущих лет и к настоящему времени достигает 1247,7 на 100 000 населения. В Хабаровском крае и самом городе Хабаровске так же отмечается рост заболеваемости бронхиальной астмой в последние пять лет, особенно среди подростков, где заболеваемость за это время выросла почти в два раза (рис 1.1.). 
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Рис. 1.1. Динамика заболеваемости бронхиальной астмой у детей и подростков

(на 100 000 населения)

При этом современные эпидемиологические исследования, стандартизированные по правилам ISAAK, в том числе проведенные в Сибири и на Дальнем Востоке, показывают, что распространённость бронхиальной астмы в несколько раз превышает официальные показатели статистической отчетности.  Так, по данным этих исследований, в Благовещенске распространённость бронхиальной астмы достигает 5,3%, во Владивостоке – 5,8%, в Новосибирске – 10,7%, в Томске – 11,5%, в Томской области – 16,3%, в Улан-Удэ – 12%, в Иркутске – 12,1%, в Якутии – 13,4% (35, 43, 108, 109, 117). Хотя, эти показатели значительно превышают данные официальной статистики, они оказываются сопоставимы со среднемировым – 13,4%, и даже несколько ниже показателей других индустриально развитых стран. Так среднеевропейский показатель составляет 16,7%, показатель Северной Америки – 24,2% [52]. Такие серьёзные разночтения, видимо, обусловлены гиподиагностикой бронхиальной астмы, связанной как с поздней обращаемостью родителей, у которых отсутствует настороженность по данному заболеванию, так и недостаточным вниманием врачей к ранней диагностике этой нозологии. Зачастую первые стадии бронхиальной астмы годами протекают под маской ОРВИ и маскируются понятием «Часто болеющий ребенок», в то время как, согласно «Национальной программе по профилактике диагностике и лечению бронхиальной астмы» кашель длительностью более 10 дней на фоне нормальной температуры уже является показанием к специальному обследованию для исключения дебюта бронхиальной астмы.
Различается и структура бронхиальной астмы, выявляемая при анализе отчетности и в эпидемиологических исследованиях, так по данным официальной статистики 70% больных переносят астму в среднетяжелой форме, 10% ( в тяжелой и лишь 20% ( в легкой. По данным стандартизированных эпидемиологических исследований у 70% детей, имеющих симптомы бронхиальной астмы, они соответствуют легкой степени тяжести, у 22% ( средней и у 8% ( тяжелой [109, 131]. Это свидетельствует о поздней диагностике бронхиальной астмы в учреждениях здравоохранения, когда бронхиальная астма диагностируется при появлении типичных приступов бронхиальной обструкции для купирования которых приходиться использовать бронходилятаторы, в том числе и парентерально, что в детском возрасте свидетельствует уже как минимум о средней тяжести заболевания. Подтверждается это и результатами наших исследований. У 41,5% из обследованных нами детей была обнаружена легкая степень бронхиальной астмы,  у 46,5% ( средняя и у 12% детей имело место тяжелое течение заболевания. Средний астматический стаж на момент поступления по данным анамнеза составил 45 месяцев. 

Наиболее частым причинно значимым аллергеном при бронхиальной астме у детей является клещ домашней пыли (от 73% до 81% случаев по разным источникам), второе место занимают пыльцевые аллергены (37%-24%), спектр которых зависит от места проживания больного [46]. И в нашем исследовании у подавляющего большинства наших пациентов (78%) отмечается сенсибилизация к клещу домашней пыли, второе место по частоте сенсибилизации занимает полынь (21%), при этом более чем в половине случаев (59%) отмечается сенсибилизация к трём и более аллергенам.
Несмотря на рост распространённости бронхиальной астмы, благодаря достаточно глубокому пониманию её патогенетической сущности и разработке основанных на нём стандартизированных алгоритмов базисной противовоспалительной терапии в последние десятилетия удалось добиться значимых успехов в её лечении. За предыдущие десятилетия кратно снизилась смертность от бронхиальной астмы, так в Швеции показатель смертности на 1 млн. населения на фоне активного внедрения базисной терапии снизился с 1,54 в 1994 году до 0,53 случаев в 2002-м. В этих случаях основными факторами риска смерти от бронхиальной астмы стали отсутствие лечения и нарушение комплайенса [12]. Улучшилось качество жизни больных, достигнуто кратное снижение частоты тяжелых форм астмы. Внедрение профилактического лечения и обучения больных в Ирландии повлекло за собой снижение более чем в 5 раз заболеваемости школьников тяжёлой астмой за период с 1992 по 2002 годы [12]. 
Однако добиться полного контроля бронхиальной астмы, что согласно Национальной программе является целью терапии [12], удаётся далеко не у всех пациентов. Согласно данным первых европейских исследований, которые проводились через 3 года после принятия CINA, полного контроля над бронхиальной астмой удавалось добиться лишь в 5% случаев (AIRE-Asthma Insights and Realities in Europe, 1999). Только к 2004 году таких показателей контроля удалось достигнуть в мировом масштабе  (GBAR-Global Burden of Asthma Report, 2004). К 2006 году в Западной Европе, путем тотального внедрения алгоритмов базисной терапии и обязательного обучения пациентов, удалось добиться контроля над бронхиальной астмой у 45% пациентов, а в Германии даже у 72%  (NHWS-National Health and Wellness Survey, 2006). Но полного контроля над заболеванием у всех пациентов добиться не удалось даже при этих условиях [119]. Как минимум у четверти  больных  симптомы болезни сохраняются и на фоне лечения. Согласно эпидемиологическим исследованиям [109] в Российской Федерации внедрение алгоритмов предусмотренных Национальной программой до сих пор проведено не полно, в связи с чем результаты значительно скромнее [63]. Среди пациентов, участвовавших в нашем исследовании, на момент начала обследования более половины детей (52%) не получали базисной терапии, почти треть (28%) получали комбинированную терапию (Серетид), 12% пациентов – монотерапию топическими глюкокортикостероидами (Фликсотид), 8% ( монотерпию препаратами кромонового ряда (Тайлед). Таким образом, адекватную тяжести терапию соответствующую рекомендациям «Национальной программы приофилактики, диагностики и лечения бронхиальной астмы» получало лишь 44% больных, поэтому более половины из них (54%), на момент поступления имели неконтролируемое течение бронхиальной астмы. 
При первичном обращении всем пациентам проводилась назначение или коррекция базисной терапии, почти 60% больных необходимой оказалась комбинированная терапия, благодаря чему удалось добиться частичного контроля над бронхиальной астмой практически у всех больных. Однако даже в условиях применения необходимых объемов традиционной базисной терапии и почти ежедневного врачебного контроля лишь у 73% пациентов контроль был полным.
В связи с этим, в настоящее время наряду с изучением основного, атопического механизма развития бронхиальной астмы, стали привлекать внимание неатопические факторы, усугубляющие риск развития болезни и частоту обострений при их воздействии. К ним относятся, в том числе, вирусы, а так же другие инфекционные агенты [4, 7, 14, 28]. Наибольший интерес для достижения контроля бронхиальной астмы и улучшения прогноза заболевания представляет выявление роли пневмотропных внутриклеточных инфекций, способных к длительной персистенции в слизистой оболочке бронхов, являющихся при бронхиальной астме органом–мишенью, и, следовательно, к длительному и постоянному поддержанию и усилению атопического воспаления бронхов. К этим инфекциям в первую очередь можно отнести микоплазменную, хламидийную, цитомегаловирусную и пневмоцистную инфекции, поскольку особенности иммунного ответа при атопии вообще и при бронхиальной астме, в частности, способствуют их персистенции. 
Многочисленные исследования подтверждают, что инфицированность микоплазменной, цитомегаловирусной и пневмоцистной инфекцией у детей с бронхиальной астмой значительно превышает таковую у здоровых детей [1, 14, 17, 51, 54] (табл. 1.1).
Согласно работам Л.Г. Кузьменко и др. (1999) антителообразование к Mycoplasma pneumonia у детей, больных бронхиальной астмой, отмечается в 88,6%, Chlamydophila pneumonia – в 46%, Cytomegalovirus – в 66% и Pneumocystis carinii – в 81,4% случаев. 

Таблица 1.1
Встречаемость специфических антител у детей 
с бронхиальной астмой и в здоровой популяции 
(по данным литературы)
	Возбудитель
	Частота встречаемости

антител у детей (%, ИФА)
	Автор и год публикации



	
	БА
	Здоровые 
	

	Mycoplasma pneumonia
	
	16,4%
	 Прозоровский С.В. и др., 1995 

	
	88,6%
	
	Кузьменко Л.Г. и др., 1999

	
	64%
	
	Щуркова Г.В. и др., 2002

	
	54%
	
	Ласица О.И. и др., 2004

	Chlamydophila pneumonia
	46%
	
	Ласица О.И. и др., 2004

	Cytomegalovirus 
	
	Около 50% 
к 35 годам
	B.B.Wentworth et al., 1971

	
	40%
	
	Щуркова Г.В., и др., 2002

	
	68,5%
	
	Кузьменко Л.Г. и  др., 1999

	Pneumocystis carinii
	
	30%
	Лысенко А.Я.и др., 1996

	
	81,4%
	
	Кузьменко Л.Г. и  др., 1999


С этими данными согласуются результаты других авторов. Так при исследованиях, проведенных О. И. Ласица и др. [73] у детей с бронхиальной астмой в 54% случаев были выявлены антитела к Mycoplasma pneumonia, в 46% -( к Chlamydophila pneumonia. В 23% наблюдений отмечалась сочетанная инфекция.

Щурковым Г.В. и др. [160] у детей, страдающих бронхиальной астмой, в 40% случаев выявлены антитела к Cytomegalovirus, в 64 % ( к Mycoplasma pneumonia. 

Данные Московской клиники астмы и иммунологии [1] интерпретировать несколько сложнее, поскольку исследования в ней проводились до изменения классификации астмы и по атопической и инфекционной астме данные приводятся раздельно. Однако и они не нарушают общей тенденции: при обследовании 208 человек с различной степенью тяжести и стажем заболевания от 6 до 30 лет были получены следующие результаты (табл. 1.2).

Таблица 1.2
Инфицированность внутриклеточными инфекциями детей 

с бронхиальной астмой 
	
	Атопическая
	Неатопическая
	Смешанная

	Chlamydia trachomatis
	21 чел. (37,5 %) 
	32 чел. (60 %)
	57 чел.(57,5 %)

	Mycoplasma hominis
	16 чел. (29 %)
	8 чел. (15 %)
	28 чел. (28 %)

	Mycoplasma pneumonia
	9 чел. (16 %)
	17 чел. (32 %)
	30 чел. (30 %)

	Ureaplasma urealiticum
	15 чел. (27%)
	7 чел. (13 %)
	23 чел. (23 %)

	Cytomegalovirus hominis 
	29 чел. (52 %)
	25 чел. (47 %)
	56 чел. (57 %)

	Epstain- Barr virus
	40 чел. (71 %)
	31 чел. (59 %)
	61 чел. (62 %)


	Herpes simplex virus
	41 чел. (73%)
	36 чел. (68 %)
	71 чел. (72%)

	Микст-инфекция
	52 чел. (93 %)
	46 чел. (87 %)
	98 чел. (99 %)

	Без находок
	1 чел. (2 %)
	-
	1 чел. (1%)


То есть в этом случае контакт с внутриклеточными пневмотропными инфекциями имели от трети до двух третей больных, а с цитомегаловирусом – более половины пациентов. 

Вышеприведенные данные свидетельствуют о выявлении высокой частоты инфицированности детей с БА возбудителями оппортунистических инфекций. Однако, результаты этих исследований ничего не говорят о локализации этих агентов в организме, активности и месте их размножения, а так же степени активности воспалительного процесса. Поэтому большой интерес представляет выявление ДНК исследуемых возбудителей в биологических жидкостях органа мишени – бронхов, в частности, в мокроте, как наиболее доступном материале. 
Согласно данным А.Соколова и др. (2005) в момент приступа бронхиальной астмы у почти у двух третей детей в мокроте методом полимеразной цепной реакции была обнаружена Mycoplasma pneumonia, более чем у половины ( Pnevmocysta carinii, почти у одной пятой ( Chlamydophila pneumonia  и у одной деястой ( Cytomegalovirus.  Инфекционный агент не просто наличествует в организме, он непосредственно обнаруживается в биологических жидкостях пораженного органа. В отношении вирусов, в том числе цитомегаловируса, наличие фрагментов ДНК во внеклеточной жидкости говорит об активной репликации инфекта (табл. 1.3). 
Таблица 1.3
Частота встречаемости ДНК возбудителей в мокроте детей, болеющих бронхиальной астмой в момент приступа (А. Соколов, 2005)

	Возбудитель
	ДНК возбудителя в мокроте

	Mycoplasma pneumonia
	60%

	Chlamydophila pneumonia
	18%

	Cytomegalovirus
	10%

	Pneumocystis carinii
	52%


Полученные нами данные так же свидетельствуют о более высокой инфицированности внутриклеточными пневмотропными инфекциями больных бронхиальной астмой детей персистирующими внутриклеточными пневмотропными инфекциями значительно выше, чем у их здоровых сверстников.
Нами получены данные о частоте встречаемости фрагментов ДНК пневмотропных внтуриклеточных возбудителей (Mycoplasma pneumonia, Chlamydophila pneumonia, Cytomegalovirus, Pneumocystis carinii) в мокроте и антител классов М и G к этим инфекционным агентам  в сыворотке крови.
Материалом вирусологического исследования служила периферическая кровь и индуцированная мокрота (в некоторых случаях – бронхоальвеолярный лаваж) пациентов с бронхиальной астмой.

Для определения антител классов  M и G  в сыворотках крови детей применяли  метод иммуноферментного анализа (ИФА)  с использованием коммерческих иммуноферментных тест-систем для выявления антител «ОАО Вектор-Бест».

· к Cytomegalovirus  в диагностических титрах к IgM 1:100 и IgG 1:100 
· к Chlamydophyla pneumonia & psittaci (IgM 1:100 и IgG 1:10-1:320) 
· к Mycoplasma pneumonia (IgM 1:800 и IgG 1:200)  .
· к Pneumocysta carinii (IgM 1:200 и IgG 1:20) .
Определение проводилось с использованием спектрофотометра  Titertek Multiskan.

Для выявления фрагментов ДНК персистирующих пневмотропных внутриклеточных возбудителей (Сytomegalovirus, M.pneumoniae, Ch.pneumoniae, Pneumocysta Carini) использовался метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Для их исследования применяли коммерческие диагностические наборы «Амплисенс» (ООО «ИнтерЛабСервис», Москва). Забор материала осуществлялся стерильным мокротосборником с транспортной средой, либо стерильными одноразовыми зондами в пробирку с транспортной средой [26].
Детекцию продуктов амплификации проводили методом горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле. Учёт реакции проводили в УФ-трансиллюминаторе, фотографировали и обрабатывали через ПК с помощью программы GelImager. Наличие полосы в анализируемой пробе, соответствующей электрофоретической подвижности положительного контроля, свидетельствовало о присутствии выявляемого инфекционного агента.

В результате исследований мокроты в группе детей, страдающих бронхиальной астмой, наличие фрагментов ДНК Mycoplasma pneumonia обнаружено в 11,1% случаев. Фрагменты ДНК Cytomegalovirus выделялись у 39,8% пациентов. Реакция к ДНК Pneumocystis carinii оказалась положительной лишь у одного пациента, что составило 0,9% случаев. Признаков наличия ДНК Chlamydophila pneumonia в мокроте у детей с бронхиальной астмой обнаружено не было (табл. 1.4).
Таблица 1.4
Частота детекции ДНК возбудителей в мокроте 

	Возбудитель
	Бронхиальная астма

n=108

	
	n
	%

	Mycoplasma pneumonia
	12
	11,1

	Chlamydophila pneumonia
	0
	0

	Cytomegalovirus 
	43
	39,8

	Pneumocystis carinii
	1
	0,9

	Отсутствие возбудителей
	52
	48,1


Таким образом, наши исследования подтверждают наличие этих внутриклеточных инфекций, в первую очередь ЦМВ, в бронхах у пациентов с бронхиальной астмой (Рис 1.2).
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Рис 1.2. Встречаемость фрагментов ДНК внутриклеточных пневмотропных возбудителей у детей с бронхиальной астмой

Следует отметить, что единственный случай обнаружения ДНК Pneumocystis carinii имел место у больного с бронхиальной астмой, протекающей на фоне врожденного порока легкого.

Сходные результаты, отражающие большую частоту контакта с пневмотропными внутриклеточными возбудителями у больных  с бронхиальной астмой были получены при исследовании сыворотки крови методом ИФА (табл. 1.5). 

Антитела класса М к Mycoplasma pneumonia встречались у детей с бронхиальной астмой в 20,0% случаев. IgG к этому возбудителю у детей, страдающих бронхиальной астмой, встречались у 30,9% больных.
Иммуноглобулины класса М к  Chlamydophila pneumonia отмечены лишь у двух пациентов с бронхиальной астмой, что составило 1,7% случаев. IgG к этому инфекту у больных, страдающих бронхиальной астмой, встречались в 30,9% случаев.

Таблица 1.5
Частота детекции антител к возбудителям у детей с бронхиальной астмой

	Возбудитель
	Бронхиальная астма

n=108

	
	n
	%

	Mycoplasma pneumonia
	IgM
	22
	20

	
	IgG
	34
	30,9

	Chlamydophila pneumonia
	IgM
	2 
	1,7

	
	IgG
	34
	30,9

	Cytomegalovirus 
	IgM
	4
	3,6

	
	IgG
	58
	52,7


В группе больных бронхиальной астмой иммуноглобулины класса М к Cytomegalovirus отмечались в только в 3,6% случаев, но IgG к этому вирусу обнаруживались  более чем у половины пациентов с бронхиальной астмой (  52% случаев  (рис. 1.3).
При анализе соотношения обнаружения фрагментов ДНК возбудителей и антител к ним обращают на себя внимание ряд закономерностей. Иммуноглобулины класса М к антигенам Mycoplasma pneumonia,  характеризующие острую фазу взаимоотношений организма и возбудителя, встречались в 20% случаев. При этом фрагменты ДНК  этого возбудителя, доказывающие факт его активного размножения в тканях органа мишени – бронхах, были выявлены в 11,1%, то есть почти в два раза реже. Во всех случаях обнаружение фрагментов ДНК Mycoplasma pneumonia сочеталось с выявлением иммуноглобулинов класса М к его антигенам. Такое сочетание рассматриваемых признаков свидетельствует о том, что размножение Mycoplasma pneumonia в бронхах у этих детей происходит, как правило, в острый период инфекционного процесса.
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Рис. 1.3. Частота детекции специфических иммуноглобулинов в сыворотке крови у детей с бронхиальной астмой и в группе сравнения (%)
Иммуноглобулины класса М к антигенам Cytomegalovirus встречаются лишь в 3,6% случаев, в то время как фрагменты его ДНК обнаруживаются в 39,8%, при этом в случае выявления антител класса М фрагменты ДНК вируса в мокроте так же всегда присутствуют. В большинстве случае обнаружение ДНК Cytomegalovirus происходит у пациентов с выявлением специфических для него иммуноглобулинов класса G, которые встречаются без выделения ДНК вируса из мокроты лишь у 10 (9,25%) больных. 

Следовательно, для цитомегаловируса характерно сочетание антител класса G, которые характеризуют предшествующий контакт пациента с инфекционным агентом,  с выделением фрагментов ДНК этого возбудителя из мокроты больных, которые доказывают активное размножение вируса в клетках слизистой оболочки бронхов и редкой встречаемостью антител класса М к данному инфекционному агенту. 

Такая картина свидетельствует о длительной, возможно, непрерывной, хронической персистенции цитомегаловируса, сопровождаемой его активным размножением в слизистой оболочке органа мишени – бронхах. Эта ситуация характерна для 33,5%  детей страдающих бронхиальной астмой вообще, и подавляющего большинства (83,9%) пациентов, контакт которых с возбудителем подтверждён выявлением антител класса М или  G к указанному инфекционному агенту.

Таким образом, согласно нашим исследованиям, свидетельства инфицирования пневмотропными внутриклеточными возбудителями (Mycoplasma pneumonia, Chlamydophila pneumonia, Cytomegalovirus, Pneumocystis carinii) значительно чаще встречаются у детей страдающих бронхиальной астмой, чем у детей  без патологий дыхательной системы и текущих инфекционных заболеваний. При этом у пациентов с бронхиальной астмой чаще встречаются как следы предыдущего инфицирования (антитела класса G), так и свидетельства острого инфекционного процесса (антитела класса M) и активного размножения инфекционного агента в слизистой оболочке органа мишени – бронхов (фрагменты ДНК возбудителей). 
Сама патогенетическая сущность бронхиальной астмы предрасполагает к инфицированию этими патогенами. Для бронхиальной астмы, как и для любой атопии, характерным является Т-клеточная иммунологическая недостаточность, снижение количества и функционального состояния CD3+ Т-клеток, CD4+ Т-клеток или CD8+ Т-клеток, Th1-клеток, низкий уровень интерферона-( и гиперпродукция IL-5, что облегчают инфицирование и способствуют персистенции внутриклеточных инфекционных агентов. Большое значение имеет и местное атопическое воспаление слизистой бронхов, вследствие которого резко снижаются  барьерные функции эпителия и возрастает вероятность инфицирования любым агентом. В свою очередь, общим для инфекций с облигатной или факультативной внутриклеточной локализацией возбудителя является контроль и обеспечение протективного иммунитета Т-лимфоцитами, CD4+ Th1-клетками, что не только облегчает их инфильтрацию и активное размножение в клетках органа мишени, но и усиливает уже текущее атопическое воспаление. 
Исходя из этого, нами  был проведен анализ возможных патогенетических взаимодействий между атопическим воспалением бронхов, являющихся патогенетической основой бронхиальной астмы, и персистенцией внутриклеточных пневмотропных возбудителей. Результатом этого анализа стала предлагаемая нами  концептуальная схема взаимодействия пневмотропных внутриклеточных инфекций, в частности цитомегаловируса, и бронхиальной астмы (Рис. 1.4).

Согласно этой схеме врожденная предрасположенность, выраженная в первую очередь в атопии, ведет к дисбалансу Т-хелперов первого и второго типа и секретируемых ими интерлейкинов, к уменьшению секреции интерферона-( и увеличении секреции интерлейкинов 4, 5 и 13. Это приводит с одной стороны, к атопическому воспалению верхних дыхательных путей, еще более усиливающему этот дисбаланс, а с другой – к изменениям клеточного иммунитета, имеющего наибольшее значение в противовирусной защите организма. Это увеличивает вероятность наличия внутриклеточных инфекций, что в условиях атопического воспаления, ведущего к патологическому иммунному ответу, еще более усиливают указанный дисбаланс, замыкая порочный круг.
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Рис. 1.4. Концептуальная схема взаимодействия внутриклеточных

инфекций и бронхиальной астмы.

Исходя из понимания изложенного в схеме патогенетического взаимодействия атопического воспаления при бронхиальной астме и персистенции внутриклеточных пневмотропных возбудителей был разработан дизайн наших исследований.

Наиболее часто из внутриклеточных пневмотропных инфекционных агентов у детей с бронхиальной астмой встречался Cytomegalovirus, при этом именно для него из всех рассматриваемых инфектов, характерна длительная, хроническая персистенция, сопровождаемая активным размножением в слизистой оболочке бронхов.   

В связи с этим наши дальнейшие исследования влияния пневмотропных внутриклеточных  возбудителей на течение патологического процесса при бронхиальной астме у детей были сосредоточены на изучении его взаимодействия с персистенцией  Cytomegalovirus в слизистой оболочке бронхов.

Учитывая, что именно активное размножение возбудителя  в  тканях органа мишени – бронхах, а не его наличие в организме больного вообще, представляет наибольший интерес для выявления влияния цитомегаловируса на течение бронхиальной астмы. По этому признаку нами были сформированы группы для дальнейшего сравнения – дети, страдающие бронхиальной астмой и выделяющие фрагменты ДНК Cytomegalovirus с мокротой, и дети с бронхиальной астмой, не выделяющие фрагменты ДНК возбудителя с мокротой. 
Глава 2. особенности индивидуального и наследственного анамнеза детей с бронхиальной астмой и персистенцией цитомегаловируса
Поскольку методы ПЦР диагностики определяющие наличие фрагментов ДНК пневмотропных инфекций в мокроте и являющиеся маркером их персистенции и активного размножения в бронхах, пока не стали рутинными, то скрининговое применение таких исследований у детей, страдающих бронхиальной астмой, не представляется возможным. 

В связи  с этим возникает необходимость выявления групп риска по персистенции этих возбудителя среди детей с бронхиальной астмой. Сбор анамнеза является обязательной процедурой, применяемой к больным с любой нозологией, в том числе и с бронхиальной астмой, он не требует от врача специальных усилий, осуществляется  уже при первой встрече с пациентом, анамнестические факторы легко поддаются формализации в виде анкет и опросников, что облегчает их дальнейший анализ.  

Они наиболее удобны для раннего выявления групп риска, в том числе риска персистенции пневмотропных внутриклеточных инфекций у больных с бронхиальной астмой.

В настоящее время описаны анамнестические особенности течения бронхиальной астмы на фоне персистенции некоторых внутриклеточных   инфекции у детей. Проведенная оценка анамнестических данных у детей, больных бронхиальной астмой, позволила определить характерные особенности данного заболевания в условиях микоплазменной и хламидийной инфекций [92, 143, 144, 145].

 "Микоплазменная" бронхиальная астма чаще, по сравнению с заболеванием, не ассоциированным с данным возбудителем, начиналась в возрасте 3-7 лет и реже – в грудном возрасте,  при этом продолжительность заболевания чаще была более 5 лет и реже – менее 1 года. Настоящая беременность у матерей инфицированных детей чаще осложнялась ранними гестозами. Дети, инфицированные микоплазмами, по сравнению с неинфицированными, чаще перенесли асфиксию в родах и острую пневмонию, реже страдали атопическим дерматитом. 

 У пациентов с "хламидийной" астмой заболевание чаще начиналось в возрасте 1-3 лет; эти больные чаще страдали атопическим дерматитом и гипертрофией небных миндалин. У этих пациентов отмечалась большая частота хронических бронхитов, тонзиллитов и синуситов у их родителей и родственников; осложненное развитием конъюнктивита и пневмопатий течение неонатального периода; более частое содержание домашних животных (кошек, собак, птиц), которые, как известно, могут быть источником инфекции; манифестация астмы преимущественно в раннем возрасте.

В целом, у больных бронхиальной астмой, инфицированных микоплазмами и хламидиями, по сравнению с неинфицированными, заболевание чаще начиналось в возрасте 3-7 лет, что совпадало с периодом расширяющейся социализации ребенка и согласуется с данными о распространении микоплазменной и хламидийной инфекций в организованных коллективах [92]. Больные, инфицированные указанными возбудителями, чаще страдали гипотрофией, атопическим дерматитом, гипертрофией небных и глоточной миндалин, перенесли острую пневмонию в постнеонатальном периоде, у половины детей протекавшую с бронхообструктивным синдромом, при этом у части детей была установлена ее микоплазменная или хламидийная этиология. 

Анамнестические особенности детей с бронхиальной астмой и персистенцией цитомегаловируса изучены недостаточно, поэтому именно они привлекли наше максимальное внимание.

В ходе исследований был выявлен ряд факторов достоверно различающихся у детей с бронхиальной астмой выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса и не выделяющих ДНК возбудителя (табл. 2.1). 

Важнейшим прогностическим признаком, влияющим на частоту персистенции цитомегаловируса, является возраст появления первых астматических симптомов. 

Таблица 2.1.

Факторы, влияющие на вероятность выделения цитомегаловируса с мокротой при бронхиальной астме у детей

	Факторы
	Дети с БА ЦМВ +

n=43
	Дети с БА ЦМВ –

n=65
	Достоверность 

(р)

	
	n
	
	n
	
	

	Средний возраст (год)
	43
	6,62±0,47
	65
	8,71±0,54 
	0,0049

	Астматический стаж (мес.)
	43
	42,58±8,13
	65
	45,86±9,21
	0,7984

	Сопутствующие аллергические заболевания
	35
	81,4%
	41
	63,07%
	0,0416

	Отягощенность наследственного анамнеза по атопии
	32
	74,42%
	32
	49,23%
	0,0088


	Возраст отца на момент родов (год)
	43
	23,2±1,08
	65
	28,7±1,34
	0,0033

	Профессиональные вредности отца 
	43
	100%
	44
	67,69%
	0,0008

	Осложнения беременности, в том числе 
	43
	100%
	52
	80%
	0,0015

	Угроза выкидыша
	14
	32,55%
	13
	20%
	0,1427

	Гестоз
	14
	32,55%
	13
	20%
	0,1427

	Токсикоз
	29
	67,44%
	19
	29,23%
	0,00005

	Искусственное 

вскармливание
	29
	67,44%
	24
	36.92%
	0,0016

	Проживание на селе
	34
	79,06%
	29
	44,61%
	0,0003


В ходе анализа полученных данных было установлено, что, средний возраст больных бронхиальной астмой, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса, составил 6,62±0,47 лет, что достоверно ниже (р=0,0049), чем у детей, не выделяющих фрагменты ДНК возбудителя (8,71±0,54 лет). Достоверных различий в их астматическом стаже, который у детей выделяющих возбудитель в среднем составляет 42,58±8,13 мес., а у не выделяющих 45,86±9,21мес., не выявлено, что свидетельствует о более ранней реализации бронхиальной астмы у детей, в мокроте которых обнаруживается ДНК вируса  (рис. 2.1).
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Рис. 2.1. Средний возраст и астматический стаж у детей страдающих бронхиальной астмой выделяющий ДНК ЦМВ и не выделяющих возбудителя.

Атопия, лежащая в основе аллергических заболеваний, в том числе бронхиальной астмы, является системным процессом. Известно, что предшественниками развития бронхиальной астмы у детей, как правило, являются иные аллергические заболевания, в младенческом и раннем детском возрасте – атопический дерматит, а затем аллергический ринит, который при отсутствии лечения приводит к развитию бронхиальной астмы в течение 5 лет более чем в двух третях случаев, данное явление общепризнанно и получило название «атопического марша». В последствии бронхиальная астма, в комплексе с иными аллергическими заболеваниями, чаще имеет более тяжелое течение. Наши исследования показали, что сопутствующие аллергические заболевания у детей с выделением возбудителя наблюдаются достоверно (р=0,0416) чаще (81,4%), чем без него (63,07%). Наиболее часто (44,3% случаев) встречается аллергический ринит, однако его доля в сопутствующих аллергических патологиях у детей этих групп достоверно не различается. 

Атопия – наследственное состояние, при этом наследуется именно способность к аллергическим реакциям реагинового типа, а её реализация в конкретном органе-мишени зависит от иных факторов, как наследственных так и средовых. Для бронхиальной астмы, кроме того, большую роль играет наличие наследственной гиперреактивности бронхов. В связи с этим большой интерес представляет наследственный анамнез детей с бронхиальной астмой, как в отношении атопии, так и гиперреактивности бронхов.
Результаты наших исследований демонстрируют, что отягощенная наследственность по аллергическим заболеваниям отмечается в обеих группах, но преобладает этот фактор у детей с бронхиальной астмой, сопровождаемой персистенцией вируса – 74,42%. Среди пациентов, не выделяющих ДНК возбудителя, такая отягощенность присутствует только в 49,23% случаев. При этом среди родственников детей выделяющих возбудитель чаще наблюдается бронхиальная астма (рис. 2.2).

Исходя из доказанного влияния наследственности на течение бронхиальной астмы у детей, большое значение приобретают факторы анамнеза жизни родителей пациента. Как правило, большее значение уделяться материнскому анамнезу, однако наши исследования показывают значимое воздействие отцовских факторов.  
Так у детей  с выделением вируса в мокроте средний возраст отцов на момент зачатия достоверно (р=0,0033) ниже (23,2±1,08 года), чем у отцов больных, в мокроте которых ДНК возбудителя не обнаруживается  (28,7±1,34 лет). Влияние возраста отца на момент зачатие может иметь как прямое, биологическое объяснение, так и опосредованное, социологическое, выступая маркером социального положения отца и семьи в целом: ранние браки все же более характерны для наименее социально защищённых групп населения. 
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Рис. 2.2 Отягощенность атопического анамнеза у детей страдающих 
бронхиальной астмой с выделением цитомегаловируса и без него

У отцов детей с персистенцией цитомегаловируса в слизистой бронхов  профессиональные вредности отмечаются в 100 % случаев, а у отцов детей без персистенции – лишь в 34% случаев, что в три раза, достоверно (р=0,0008) реже. Это демонстрирует высокую значимость биологического здоровья отца в последующем формировании организма ребенка, в том числе его иммунной системы, которая является базовой в патогенезе, как бронхиальной астмы, так и персистенции внутриклеточных, в частности пневмотропных, возбудителей (рис.2.3). 
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Рис 2.3. Факторы отцовского анамнеза, влияющие на частоту выделения          цитомегаловируса с мокротой у детей с бронхиальной астмой.
Определяющее значение в онтогенезе ребенка имеет характер течения беременности, во время которой происходит закладка и формирование всех органов и систем, в том числе иммунной и дыхательной, представляющих наибольший интерес в свете нашего исследования. 
Согласно полученных нами результатов, у матерей больных, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса, осложнения в течение беременности наблюдаются в 100% случаев, детей не выделяющих инфекта – в 80%, что достоверно (р=0,0015) реже. 
При этом у матерей, дети которых выделяют возбудитель, чаще встречаются тяжелые осложнения беременности: угроза прерывания беременности 32,6% случаев против 20% у матерей дети которых не выделяли ДНК вируса, гестозы –  32,6% случаев против 20%, токсикозы 67,4% против 29,2% соответственно, что достоверно (р=0,00005) чаще. 
Это подтверждает значимое влияние условий протекания беременности на течение будущих заболеваний ребенка, в том числе бронхиальной астмы (рис 2.4).
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Рис. 2.4. Частота осложнений беременности   у матерей  детей 
с бронхиальной астмой выделяющих  цитомегаловирус и не выделяющих возбудителя.

Следующий онтогенетический фактор,  с которым встречается каждый ребенок, это питание, которое он получает на первом году жизни. Значимость естественного вскармливания в формирование иммунной системы ребенка, является базовой для патогенеза изучаемого нами заболевания. Искусственные смеси, несмотря на все последние достижения нутрициологии, являются первым источником дисбаланса ксенобиотиков для ребенка и, в принципе, не могут обеспечить получения иммуноактивных веществ и живых клеток, присутствующих в женском молоке. 
Согласно результатам наших исследований, частота искусственного вскармливания у больных выделяющих  фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой достоверно (р=0,0016), почти в 2 раза выше (67,44%), чем  у детей не выделяющих ДНК возбудителя (36,92%), что подтверждает роль естественного вскармливания в формировании иммунной системы ребенка, контролирующей, в том числе размножение внутриклеточных патогенов, к которым относится и цитомегаловирус (рис 2.5).
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Рис. 2.5. Частота искусственного вскармливания у детей 
с бронхиальной астмой выделяющих  фрагменты ДНК цитомегаловируса 
с мокротой и пациентов не выделяющих ДНК возбудителя
Интегративным показателем среды, в которой пребывает ребенок, является место его проживания. Оно определяет как биогеохимические, так и социальные факторы, влияющие на его онтогенез. Наши исследования не выявили значимых различий между обследованными пациентами, проживающими  в различных субъектах нашего федерального округа или их районах и муниципальных образованиях, но были выявлены достоверные (р=0,0003)  различия между  городскими и сельскими детьми, страдающими бронхиальной астмой. 
Из больных выделяющих возбудитель с мокротой, лишь 20% детей проживают в городе, на селе проживают в 4 раза больше – 80% пациентов. Среди детей, не выделяющих фрагментов ДНК возбудителя, напротив, городских более половины – 55,3% случаев, на селе проживает только 44,7% таких пациентов. 
По нашему мнению, такое распределение связано, в первую очередь, с социальными факторами, характерными для сельских жителей, повышающими вероятность персистенции цитомегаловируса (рис. 2.6).
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Рис. 2.6 Частота проживания детей с бронхиальной астмой выделяющих  фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и пациентов не выделяющих инфект в городе и на селе
В ходе обработки полученных данных выяснилось, что большинство анамнестических факторов, для которых были показаны достоверные различия в группах детей страдающих бронхиальной астмой, выделяющих и не выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса, оказались качественными, что подтолкнуло нас к использованию непараметрических методов анализа. 

В связи с этим, количественные показатели, достоверно различающиеся в вышеуказанных группах  (возраст больных и возраст их отцов на момент зачатия) были приведены к качественным (моложе 7 лет – для детей с бронхиальной астмой и моложе 25 лет – для их отцов на момент зачатия соответственно). 
Это позволило оценивать все достоверно различающие факторы в рамках единой статистической системы.
Для  оценки интенсивности влияния  полученных качественных факторов, достоверно различающихся у детей с бронхиальной астмой выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделющих фрагментов генома инфекта, на усиление вероятности персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов нами использовался  непараметрический анализ рисков по следующим показателям: 

· Абсолютный риск, отражающий вероятность изучаемого события у лиц, экспонированных к данному фактору.

· Относительный риск, характеризующий силу связи между событием и фактором. 

· Разность рисков, показывающая к какому абсолютному учащению события, приводит воздействие фактора

· Атрибутивная фракция, характеризующая долю событий, обусловленных данным фактором.

При анализе имеющихся данных по вышеуказанным показателям нами были получены результаты, подтверждающие значимое увеличение вероятности персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов под влиянием всех анализируемых  факторов, однако весомость вклада некоторых из них различалась в два и более раза (табл. 2.2).
Наибольшее влияние оказывают сопутствующие аллергические  заболевания, отягощенность наследственности по атопии, проживание в сельской местности и осложнения беременности, в первую очередь токсикоз, а также гестоз и угроза ёе прерывания.

Таблица 2.2
Оценка интенсивности влияния анамнестических факторов, 

усиливающих вероятность выделения цитомегаловируса с мокротой

на фоне бронхиальной астмы

	Фактор
	Абсолютный риск
	Относительный риск
	Разность рисков
	Атрибутивная фракция

	Возраст до 7 лет
	0,2
	1,3
	0,04
	26%

	Сопутствующие аллергические 

заболевания
	0,2
	2,5
	0,12
	60%

	Наследственная отягощенность 

по атопии
	0,21
	1,7
	0,09
	44%

	Возраст отца 

до 25 лет
	0,22
	1,4
	0,06
	31%

	Профессиональная вредность отца 
	0,21
	1,4
	0,06
	28%

	Искусственное вскармливание
	
	
	
	

	Проживание на селе
	0,3
	2,4
	0,19
	56%

	Осложнения беременности

	Гестоз
	0,33
	2,22
	0,18
	55%

	Токсикоз
	0,3
	2,3
	0,17
	56%

	Угроза 

прерывания
	0,28
	1,57
	0,1
	36%


Таким образом,  нами выявлена совокупность анамнестических факторов, повышающих вероятность персистенции цитомегаловируса при бронхиальной астме, к которым относятся:

· возраст детей на момент диагностики заболевания, астматический стаж; 

· отягощенность индивидуального, наследственного атопического анамнеза; 

· ранний возраст и профессиональные вредности отца;
· осложнения течения беременности; 

· искусственное вскармливание; 

· проживание в сельской местности. 

Кроме того, нами проведена количественная оценка степени влияния каждого фактора и их совокупности на вероятность персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов при бронхиальной астме, путём непараметрического анализа. 
На основе полученных результатов нами составлен опросник, позволяющий выделить группы риска по персистенции цитомегаловируса у больных с бронхиальной астмой для направления на выявление фрагментов ДНК возбудителя в мокроте (табл. 2.2). 

Таблица 2.2
Опросник для выявления групп риска по персистенции цитомегаловируса 
в слизистой оболочке бронхов

	ФИО:
	Возраст

	Диагноз:

	Фактор
	Наличие 

фактора
	Начисляемые

 баллы

	Возраст до 7 лет
	+/-
	1

	Сопутствующие аллергические 

заболевания
	
	2

	Наследственная отягощенность 

по атопии
	
	2

	Возраст отца до 25 лет
	
	1

	Профессиональная вредность отца 
	
	1

	Искусственное вскармливание
	
	2

	Проживание в сельской местности
	
	3

	Гестоз
	
	3

	Токсикоз
	
	3

	Угроза прерывания
	
	2


 При наборе, в ходе заполнения предложенного опросника, 10 и более баллов можно предполагать наличие персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов с вероятностью более 50%. В случае, если у опрошенного больного не удаётся достичь контроля бронхиальной астмы или для его достижения требуются дозы препарата более высокие, чем предполагает наблюдаемая степень тяжести, то его мокрота должна быть обследована на наличие фрагментов ДНК цитомегаловируса. 
При наборе 15 и более баллов вероятность персистенции  цитомегаловируса превышает 75%, такой больной должен быть обязательно обследован с целью выявления персистенции цитомегаловируса в слизистой бронхов и дальнейшего специфического лечения.

Разработанная нами форма опросника, инструкция и пример его заполнения содержится в приложении 1. 
Глава 3. Клинические особенности течения
бронхиальной астмы при персистенции
цитомегаловируса
Основным клиническим проявлением бронхиальной астмы является  симптомы обструкции бронхов, его механизм исследован давно и достаточно подробно. Атопическое воспаление слизистой оболочки этого органа ведёт к гиперреактивности его мышечной стенки, что в свою очередь приводит к возникновению её спазма под воздействием как специфических (повторный контакт с аллергеном или повышение его концентрации), так и неспецифических (изменение температуры внешней среды, физическая нагрузка, стресс, химические ирританты, острая инфекция) факторов. 
У детей, в отличие от взрослых, на фоне атопического воспаления не только возникает гиперреактивность мышечной стенки, но и значительно усиливается секреция слизи и появляется выраженный отёк слизистой оболочки бронхов, что усиливает их обструкцию, делает её более длительной и требует более широкого спектра средств для снятия обструкции. 
Кроме того, вследствие возрастных анатомо-физиологических особенностей бронхолегочной системы у детей, возникновение бронхиальной обструкции у них не всегда приводит к клинической картине типичного приступа бронхиальной астмы. 
Часто она проявляется в виде его эквивалентов (длительный сухой кашель, дистантные хрипы и т.д.), более того согласно рекомендациям национальной Научно-практической программы «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика» (2012), появление типичного приступа у ребенка должно рассматриваться как маркер астмы средней степени тяжести. 
Эти особенности необходимо учитывать при анализе клинического течения бронхиальной астмы у детей. 
Основными показателями, характеризующими бронхиальную обструкцию, являются её частота и выраженность. 
Однако адекватная оценка тяжести бронхиальной астмы исходя из наличествующих симптомов возможна только при отсутствии базисной терапии. Если же базисная терапия наличествует, пусть даже и не достигает ожидаемого эффекта, для установления степени тяжести приходиться использовать специальную таблицу соответствий, предлагаемую Научно-практической программой «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика» (табл. 3.1).
Таблица 3.1
Оценка тяжести бронхиальной астмы с учетом объема базисной 
терапии и ее эффективности 
(Национальная программа «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика», 2012)

	Оценка тяжести бронхиальной астмы на основе имеющихся симптомов
	Тяжесть бронхиальной астмы исходя из объема получаемой базисной терапии

	
	Легкая
интермиттирующая
	Легкая 
персистирующая
	Средней тяжести

	Легкая интермиттирующая
	Легкая 
интермиттирующая
	Легкая 
персистирующая
	Средней тяжести

	Легкая персистирующая
	Легкая 
персистирующая
	Средней тяжести
	Тяжелая

	Средней тяжести
	Средней тяжести
	Тяжелая
	Тяжелая

	Тяжелая
	Тяжелая
	Тяжелая
	Тяжелая


Наиболее частым фактором, обусловливающим возникновение бронхиальной обструкции при астме и определяющим её интенсивность, является причинно-значимые аллергены. Однако и важная роль неатопических факторов является общепризнанной, среди них следует обратить особое внимание на инфекции, поскольку они не только служат триггером приступа обструкции, но и модифицируют течение атопического воспаления слизистой оболочки бронхов, которое является его причиной.
В настоящее время установлено, что M. pneumoniae и C. pneumoniae могут обусловить как дебют заболевания, так и явиться причиной его обострения и более тяжелых вариантов течения [14, 17, 37, 46, 48, 54, 68]. Выделяют некоторые общие клинические особенности течения бронхиальной астмы на фоне микоплазменной и хламидийной инфекций у детей [41, 42, 69, 94]. К их числу относят: 
· длительный надсадный, иногда коклюшеподобный, кашель; 
· более частые приступы удушья; 
· затяжное течение острого приступа бронхиальной астмы; 
· медленная клинико-лабораторная динамика процесса; 
· более стойкое снижение бронхиальной проходимости;
· также недостаточная эффективность базисной терапии; 
· улучшение состояния на фоне этиотропной антибактериальной терапии макролидами.
Легкое течение астмы у больных с хламидофиллезом встречалось в два раза реже, по сравнению с неинфицированными детьми, и характеризовалось отсутствием сезонности у 45,9% больных. 
Среди триггеров приступов чаще были отмечены ОРВИ и физическая нагрузка, в то время как у детей с астмой без хламидофиллезной инфекции – экспозиция аллергена в сочетании с ОРВИ или без нее.
Исследования Кузьменко Л.Г. и др. (2003) показали эффективность этиотропной терапии микоплазмоза и хламидиоза макролидами в сочетании с иммунокорректорами (полиоксидоний, тимомиметики) при бронхиальной астме у детей. Подтверждением роли C. pneumoniae в патогенезе обострения заболевания могут быть клинические и лабораторные данные о снижении реактивности дыхательных путей у детей, больных бронхиальной астмой, после купирования этой инфекции, достигнутого на фоне антибиотикотерапии эритромицином или кларитромицином [69].
 Исследования, проведенные в Великобритании, Франции и США [167, 179, 218], выявили статистически достоверное увеличение стероидозависимости форм бронхиальной астмы у больных, инфицированных C. pneumoniae, по сравнению с неинфицированными. После проведения специфической антибактериальной терапии отмечалось улучшение течения заболевания и снижение стероидозависимости.

 Проведенная Овсянниковым Д.Ю. (2002) оценка клинических данных у детей, больных бронхиальной астмой, в зависимости от инфицирования возбудителями микоплазмоза и хламидиоза, позволила определить характерные особенности данных заболеваний в условиях микоплазменной и хламидийной инфекций [92].
 Клиническая картина обострения заболевания у инфицированных микоплазмами пациентов характеризовалась более частым выявлением коробочного перкуторного звука, ослабленного дыхания, локальности или асимметрии физикальных данных над легкими.

 У пациентов с "хламидийной" астмой картина приступа характеризовалась более частым выявлением субфебрилитета, реже определялся коробочный перкуторный звук над легкими. 

 В целом, обострение бронхиальной астмы в условиях инфицирования микоплазмами или хламидиями, характеризовалось большей тяжестью, о чем свидетельствовала большая частота регистрации цианоза и тахипноэ со значениями частоты дыхания, превышающей возрастные нормативные показатели на 50-100%. У больных данной группы чаще, по сравнению с неинфицированными, отмечались сухой кашель, ослабление дыхания при аускультации легких. 
На основании вышеизложенного можно видеть, что при бронхиальной астме у детей, инфицированных микоплазмами и хламидиями, имеется не только атопическое воспаление с его характерными особенностями (высокая частота аллергических заболеваний в анамнезе, начало астмы в раннем возрасте,), но и воспаление, обусловленное инфектом, придающее некоторые особенности текущему заболеванию. Отмечены "стаж" более 5 лет, предшествующая заболеванию пневмония, кашель продолжительностью более 3 недель и сопутствующая патология ЛОР-органов, большая тяжесть приступов, сопровождающихся выраженной воспалительной реакцией, сенсибилизация к бактериальным аллергенам. К ним, в частности, относятся оcтрая пневмония в постнеонатальном периоде у больных с микоплазмозом; наличие тахикардии, не соответствующей температуре тела у больных с хламидийной инфекцией, кашель продолжительностью более 3 недель, гипертрофия небных миндалин, локальность или асимметрия физикальных данных, вероятно, за счет развития ателектазов, улучшение состояния и уменьшение выраженности бронхообструктивного синдрома на фоне этиотропной антибактериальной терапии – в целом в группе больных, инфицированных микоплазмами и хламидиями [92].

Таким образом, воздействие пневмотропных внутриклеточных  инфекций на течение бронхиальной астмы получает своё подтверждение. В отношении влияния хламидийной и микоплазменной инфекции на клиническое течение бронхиальной астмы, частоту и тяжесть обострений, существует множество исследований, более того, получены положительные результаты после проведения специфической терапии направленной против этих возбудителей соответствующими препаратами [44]. 
Нами проведено общеклиническое обследование, сбор анамнеза и наблюдение больных с бронхиальной астмой и персистенцией ЦМВ. Оценка клинического течения бронхиальной астмы у обследуемых пациентов проводилась согласно критериям Национальной программы «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика» (2008). 

· Частота симптомов обструкции;
· Характеристики симптомов обструкции (наличие и тяжесть развернутых приступов, их эквивалентов);
· Наличие ночных симптомов;
· Переносимость физической нагрузки;
· Характеристики ремиссии, её полнота;
· Показатели ОФВ1 и ПСВ от должного и их суточные колебания.

Объем базисной терапии оценивался после достижения контроля над бронхиальной астмой. 
Нами было проведено сравнение в группах детей, страдающих бронхиальной астмой выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса и не выделяющих его по вышеуказанным критериям и были получены следующие результаты (табл. 3.2).
Таблица 3.2.

Клиническая характеристика течения бронхиальной астмы у детей,

выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделяющих его

	Клинические 

показатели
	Дети с БА ЦМВ +

n=43
	Дети с БА ЦМВ –

n=65
	Достоверность 

(р)

	
	n
	
	n
	
	

	Степень тяжести БА

Легкая

Средняя 

Тяжелая
	6

28

9
	13,95%

65,11%

20,93%
	34

23

8
	52,30%

35,38%

12,30%
	0,0005



	Частота обструкции (в нед)
	43
	4,7±0,3
	65
	1,5±0,12
	0,002

	Тяжесть приступов

Эквивалент

Легкая

Средняя 

Тяжелая
	6

11

24

2
	13,95%

25,58%

55,81%

4,65%
	44

10

11

0
	67,69%

15,38%

16,92%

0
	0,000001

	Значение показателей ФВД

ОФВ1 (% от воз. нормы)

ПОС  (% от воз. нормы) 
	32

32
	73,09%

71,13%
	52

52
	79,23%

83,52%
	0,03

0,001

	Средняя доза ИГКС мг/сут
	43
	378±26,3
	65
	129±9,7
	0,02

	Доля пациентов с комбинированной терапией. 
	37
	86,04%
	31
	47,69%
	0,00003


Интегративной характеристикой клинического течения  бронхиальной астмы является степень её тяжести, поэтому в первую очередь нами оценивалась именно этот показатель. В результате сравнения групп детей с персистенцией цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов и без неё было выявлено, что при выделении ДНК цитомегаловируса с мокротой легкая степень встречалась в 3,7 раза реже (13,95%), чем у детей, не выделяющих ДНК возбудителя (52,3% случаев). Средняя степень тяжести, напротив, в два раза чаще (65,11%) встречалась  у детей с персистенцией инфекта, чем без неё. Тяжелое течение бронхиальной астмы так же почти в два раза чаще наблюдается у больных выделяющих ДНК вируса (20,93% случаев), чем у пациентов, не выделяющих возбудителя (12.30%). Следовательно у больных выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса бронхиальная астма протекает достоверно (р=0,0005) тяжелее.  (рис.3.1).
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Рис. 3.1 Степень тяжести бронхиальной астмы у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделяющих 

ДНК возбудителя.

Одним из основных критериев определяющих тяжесть течения бронхиальной астмой является частота приступов бронхиальной обструкции, именно она, наряду с их тяжестью, существенно воздействует на качество жизни больных. Увеличение частоты приступов обструкции ведёт к необходимости учащение использования препаратов  экстренной терапии, в том числе и во время пребывания в организованном детском коллективе, что часто ведет к отчуждению больного и служит причиной психологических проблем, особенно у подростков. В ходе наших исследований было выявлено, что у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, приступы бронхиальной обструкции имеют место в среднем 4,7±0,6 раз в неделю. Пациенты, не выделяющие ДНК возбудителя, переносят обструкцию в среднем 1,5±0,3 раза в неделю, что в 3,1 раза (p=0,002) реже, чем у больных с персистенцией вируса (рис. 3.2).
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Рис. 3.2 Частота приступов бронхиальной обструкции у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделяющих

ДНК возбудителя.
Следующим фактором, характеризующим бронхиальную обструкцию, является её тяжесть. В ходе анализа полученных нами данных было установлено, что большинство больных с бронхиальной астмой не выделяющих ДНК цитомегаловируса (67,69%) переносят обструкцию в виде эквивалентов приступов. Среди пациентов выделяющих ДНК возбудителя эквиваленты встречаться у 13,95%  больных. Приступы легкого течения имеют место у 25,58 пациентов с персистенцией вируса и у 15,38% без неё. Более половины детей выделяющих ДНК инфекта с мокротой (55,81%) переносят приступы обструкции средней тяжести, у детей без персистенции вируса в бронхах они имеют место только в 16,92% случаев. Тяжелые приступы встречаются редко и только у больных выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса в мокроте. Таким образом у пациентов с персистенцией вируса в мокроте бронхиальная обструкция протекает достоверно (р=0,000001) тяжелее, чем у больных не выделяющих ДНК возбудителя (рис 3.3).
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Рис. 3.3. Тяжесть приступов бронхиальной обструкции у детей, выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделяющих ДНК возбудителя.
Выше нами было показано клинически более тяжелое течение бронхиальной обструкции у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса  с мокротой, в сравнении с пациентами без признаков персистенции инфекта в слизистой оболочке бронхов. Однако современные подходы к доказательной медицине требуют максимально возможной объективизации исследуемых параметров. 

Наиболее объективными критериями характеризующими степень обструкции бронхиального дерева являются такие показатели функции внешнего дыхания, как объем форсированного выдоха за первую секунду и пиковая скорость выдоха. Поскольку исследовать функцию внешнего дыхания технически возможно только у детей с пяти лет и старше, то не все дети в изучаемых группах обследовались по этим параметрам. Нами проведено исследование функции внешнего дыхания у 32 детей с бронхиальной астмой, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса и 52 пациентов, не выделяющих цитомегаловируса из бронхов. Так как в исследовании участвовали дети разных возрастов, имеющих различные в абсолютном выражении возрастные нормы рассматриваемых показателей функции внешнего дыхания, то данные показатели приведены не в абсолютном выражении, а в процентах от возрастной нормы.

 В ходе наших исследований было показано, что у детей выделяющих фрагменты ДНК вируса с мокротой, оба этих параметра несколько ниже, чем у детей, не выделяющих ДНК возбудителя. Так,  средний объем форсированного выдоха у них составил 73,09% от возрастной нормы, что достоверно (р=0,03) ниже, чем  у детей без признаков персистенции вируса в слизистой оболочке бронхов (79,23% от возрастной нормы). Средняя пиковая скорость выдоха у детей с персистенцией вируса в бронхах составила 71,13% от возрастной нормы, что так же достоверно (р=0,001) ниже, чем у пациентов не выделяющих ДНК возбудителя в мокроте которых он был выше (83,52% от возрастной нормы). Таким образом, мы получили объективное подтверждения более тяжелого течения эпизодов обструкции у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой (рис. 3.4). 
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Рис. 3.4 Показатели функции внешнего дыхания у детей 
с бронхиальной астмой выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и не выделяющих инфекта.

Вышеприведенные обследования проводились на момент поступления больных в нашу клинику, пациенты поступали на фоне обострения бронхиальной астмы, более половины из них (52%) не получали базисной терапии, у остальных она была недостаточна для контроля над бронхиальной астмой. В ходе стационарного лечения и активного диспансерного наблюдения нам удалось добиться определенной степени контроля над заболеванием у всех больных. В этих условиях, согласно Национальной программе «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика» (2008), критерием тяжести заболевания становиться объем базисной терапии, необходимый для поддержания контроля над астмой. 
Объем базисной терапии определялся нами исходя из средней суточной дозы ингаляционных глюкокортикостероидов и необходимости комбинированной терапии. Большинство наших пациентов в качестве базисной терапии получали флутикозон, либо комбинированные препараты на его основе. 
Однако в связи с тем, что согласно официально утвержденной инструкции по применению флутикозона (фликсотида) его использование допускается только с двух лет, дети до этого возраста в качестве базисной терапии получали будесонид (пульмикорт) посредством ингаляций через небулайзер, это единственный путь введения препарата, применимый в данном возрасте. 

Некоторые дети поступили в клинику на фоне базисной терапии комбинированным препаратом будесонида и фамотерола (симбикорт), если на этой терапии был достигнут контроль над заболеванием, то смены препаратов не производилось. 
Поэтому, для обеспечения сравнимости доз глюкокортикоидов при анализе терапии, дозы будесонида были приведены к эквивалентным дозам флутикозона.  
Нами было проведено сравнение объема базисной терапии, необходимой для сохранения контроля над бронхиальной астмой у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и пациентов, не выделяющих возбудителя. 
В ходе исследований выявлено, что больные с признаками персистенции вируса в слизистой оболочке бронхов требуют большего объема базисной терапии для сохранения контроля над заболеванием, чем пациенты без признаков персистенции возбудителя. 
Средняя доза ингаляционных глюкокортикоидов у детей с признаками персистенции вируса в слизистой оболочке бронхов составила 375 мг/сут., что достоверно (р=0,02) выше, чем у детей без признаков персистенции инфекта, где она составила 125 мг/сут. (рис. 3.5)

[image: image16.png]400
350
300
250
200
150
100

50

® LMB+

ELMB-





Рис. 3.5 Средняя доза ингаляционных глюкокортикостероидов у детей выделяющих ДНК цитомегаловируса и не выделяющих ДНК возбудителя.
Вторым фактором, определяющим объем базисной терапии, является необходимость использования комбинированной терапии для сохранения контроля над астмой, когда пациент регулярно получает не только  ингаляционные глюкокортикостероиды, но и бронходилятаторы длительного действия, антилейкотриеновые препараты, теофеллины длительного действия.
 В условиях нашей клиники комбинированная терапия проводиться, как правило, фиксированной комбинацией флутикозона и сальмотерола, при необходимости присоединяется монтелукаст.  

При анализе использования комбинированной терапии у детей, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой и пациентов без признаков персистенции возбудителя в слизистой бронхов было выявлено, что её применение необходимо для сохранения контроля над астмой у большинства больных выделяющих ДНК инфекта – 86,04% случаев. Это почти в два раза, достоверно (р=0,00003), чаще чем у детей с бронхиальной астмой без признаков персистенции возбудителя, которые получают комбинированную терапию менее, чем в половине (47,69%) случаев (рис. 3.6).
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Рис. 3.6. Доля использования комбинированной терапии у детей выделяющих ДНК цитомегаловируса и не выделяющих ДНК возбудителя.
Таким образом, в ходе исследований особенностей клинического течения бронхиальной астмы при персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов нами были получены следующие результаты.  

У детей выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой имеет место более тяжелое течение бронхиальной астмы. Более тяжелое течение бронхиальной астмы у детей выделяющих ДНК инфекта с мокротой обусловлено увеличением, как частоты, так и тяжести бронхиальной обструкции. Это подтверждается, в том числе, и объективными методами исследования – достоверно различающимися показателями функции внешнего дыхания, характеризующими состояние бронхов.

Для достижения контроля над бронхиальной астмой у детей, выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой, необходим больший объем базисной терапии, это проявляется как в увеличении средней дозы ингаляционных глюкокортикостероидов, так и необходимостью более частого применения комбинированной терапии у таких детей для достижения контроля над заболеванием.

Глава 4. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ТЕЧЕНИЯ 

БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ  ПРИ ПЕРСИСТЕНЦИИ 
ЦИТОМЕГАЛОВИРУСА 
Согласно современным представлениям, бронхиальную астму рассматривают как самостоятельную нозологическую форму, при которой развивается хроническое аллергическое воспаление, сопровождающееся обратимой бронхиальной обструкцией и гиперреактивностью бронхов. 
Основной механизм развития данного заболевания – иммунологический [5, 13, 61, 76, 102, 189]. Как и большинство хронических заболеваний, природа атопии комплексна и включает взаимодействие как генетических, так и внешнесредовых факторов. Ключевая роль принадлежит генетически-детерминированной несбалансированной активности Т-хелперов 2-го типа (Тh2), приводящей к избыточной продукции иммуноглобулина Е (IgE), то есть аллергия является, в первую очередь, иммунологически обусловленным заболеванием [94]. Более того, на  начальном этапе  развития  атопия  может  проявляться только на уровне иммунных изменений (выявление  гиперпродукции общего и специфических IgE) и  связи  атопии  с определенным  генетическим маркером, геном-кандидатом, расположенном в хромосоме  11q13 [6].

В основе атопии лежат нарушения иммунитета, при которых наблюдается дисбаланс между Тh1- и Тh2-клетками в сторону повышения активности последних. Th2-клетки синтезируют ИЛ-4, ИЛ-13, ИЛ-5, которые стимулируют В-клеточную продукцию IgЕ, индуцируют активность и пролиферацию эозинофилов, увеличивают экспрессию антигенов гистосовместимости II класса, служат фактором роста тучных клеток [110]. Особенностью IgЕ является избирательная способность фиксироваться с помощью высокоаффинного рецептора (Fc RI) с тучными клетками [33]. При взаимодействии аллергена с IgЕ, фиксированными на поверхности тучных клеток, возникает их активация с последующим высвобождением медиаторов аллергии. Кроме того, тучные клетки являются источниками образования и секреции цитокинов, в частности ИЛ-3, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-13, ГМ-КСФ, хемотаксические агенты, в частности ИЛ-8. Базофилы также синтезируют, содержат и секретируют ИЛ-4, поддерживая порочный круг [2, 75, 110]. 

Значимость генетических факторов подтверждается семейной концентрацией атопических заболеваний и высокой частотой атопии у однояйцевых близнецов в сравнении с разнояйцевыми. Большое число исследований было предпринято для выяснения локусов генов, ответственных за развитие атопии и астмы. Молекулярно-генетические исследования, в том числе, проведенные у конкордатных близнецов, выявили ряд особенностей (генетических связей в серии хромосомных локусов). Результаты этих исследований подчеркивают гетерогенную и полигенную природу атопии и атопической астмы. Например, выявлен генетический дефект цитокинового кластера в 5-й хромосоме, включающего локус цитокина IL-4, который стимулирует продукцию IgE В-лимфоцитами. Получены экспериментальные данные, объясняющие проявления разных генетических вариантов локуса рецептора IL-4 (IL4R). Один генетический вариант IL4R, приводящий к замещению аргинина в позиции 576 (Arg576Gln), вызывает нарушение связывания отрицательно контролирующей молекулы SHP1 и в результате этого — к избыточной активности рецептора; наличие Arg576Gln связано с гиперэозинофильным синдромом и атопической экземой. По данным ряда авторов, другая аминокислотная замена в IL4R (Ile50Val) строго коррелирует с атопической астмой у детей. Экспериментальный перенос измененного гена в В-лимфоциты человека или крысы приводит к повышенной чувствительности клеток к IL-4 и, в результате этого — к стимуляции их роста и продукции IgE [148].

Как было показано выше, клинические проявления атопии вообще и бронхиальной астмы, в частности, являются  следствием генетически обусловленной поломки  иммунитета, поэтому не могут не сопровождаться и другими его изменениями. 

В классификации иммунодефицитных состояний, разработанной Л.Ф.Чернецовой, Э.А. Кашуба, О.В. Липской (1999г.), как самостоятельное иммунодефицитное состояние выделен аллергический синдром – иммунопатологическое состояние как патогенетическая основа клинических появлений аллергических заболеваний. Для него характерны нарушения иммунитета в виде изменений процессов дифференцировки иммунорегуляторных Т-лимфоцитов, со снижением Тh1 популяции, гиперпродукции IgE, снижения выработки секреторного IgA [151]. 

Другие авторы [15, 16, 20, 21, 27, 46, 61, 76, 80] выделяют следующие типичные изменения иммунного статуса у пациентов, страдающих атопией:

1.
повышение уровня сывороточного IgE; 

2.
эозинофилия; 

3.
повышение уровня спонтанного высвобождения гистамина из базофилов; 

4.
снижение количества CD8 супрессор/цитотоксических клеток и их функции; 

5.
повышение экспрессии CD23 мононуклеарных клеток; 

6.
хроническая активация макрофагов с повышением секреции GM-CSF, PgE2, IL-10; 

7.
экспансия Th2-клеток, секретирующих IL-4 и IL-5; 

8.
снижение количества Th1-клеток, секретирующих IFNg; 

9.
повышение сывороточного уровня рецепторов IL-2; 

10.
 изменение  уровня ряда цитокинов в крови, в частности ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-13; 

11.
повышение сывороточных уровней эозинофильного катионного протеина, эозинофил-дериватного нейротоксина, большого базисного эозинофильного протеина. 

Согласно данным Н.И. Петрука, Н.А. Тюрина, Л.Г. Кузьменко (1999), для детей страдающих бронхиальной астмой, характерны достаточно типичные изменения основных показателей иммунограммы.
Таблица 4.1

Показатели  иммунной  системы детей  раннего  возраста  с бронхиальной  астмой  в после приступном периоде (I) 
и в периоде клинического благополучия (II)
	Показатели
	Здоровые

дети

n=14
	Значение показателей (М±m)

	
	
	I

n=27
	pl
	II
n=17
	р2
	рЗ

	Лимфоциты•109/л
	3,61±0,16
	2.82± + 0.4
	>0.05
	4.03±+ 0.4
	>0.05
	<0.05

	Т-лимфоциты (CD3)
	

	%
	68.7±+ 1,5
	48.1± +2.9
	<0.001
	48± + 6.2
	<0.05
	>0,05

	109/л
	2.5±+0.15
	1.36± + 0.2
	<0.001
	1.88± + 0.2
	<0.05
	>0,05

	Т-хелперы(CD4)
	

	%,


	48.1±+ 1.32
	31.2± + 3.4 
	<0,001 
	30 ± 4.17 
	<0,001 
	>0,05 

	109/л
	1.72±+ 0.08
	0.88 + 0.16
	<0.001
	0.098
	<0.001
	>0,05

	Т-супрессоры(CD8)
	

	%
	24,36±+ 0.84
	17.1± + 1.83 
	<0,001 
	21.2± + 4.12

	>0,05 
	>0,05 

	109/л
	0,876+ 0,049
	0,48 + 0.11
	<0,001
	0,87 ±0.23
	>0.05
	>0,05

	ИРИ
	2.14 ± 0.1
	1.82 + 0.46
	>0,05
	1.75 ±0.59
	>0,05
	>0,05

	В-лимфоциты (CD22)

	

	%
	21.0+ 1.05
	33.14 + 4.21
	<0,01
	30.4 ± 9.33
	>0,05
	>0,05

	109/л
	0.762+ 0,058
	0.969 ±0.19
	>0,05
	1,202 ±0.37
	>0.05
	>0,05

	IgG, г/л
	8.5+ 1.8
	7,18+ 1.06
	>0,05
	9,33 ± 0.74
	>0,05
	>0,05

	IgМ. г/л
	0.61 + 0,2
	1.84 ± 0.88
	>0,05
	1,92 ± 0.64
	>0.05
	>0,05

	IgA, г/л
	0.7 + 0.4
	0,742± 0,22
	>0,05
	0.78 ± 0.22
	>0,05
	>0.05


Примечание: 

р1  ( достоверность различий показателей иммунитета в период реконвалесценции по сравнению с нормой;
р2 ( достоверность различий показателей иммунитета в период клинического благополучия по сравнению с нормой;
р3 ( достоверность различий показателей иммунитета между периодами. 

Как видно из приведенной таблицы 4.1, у детей с бронхиальной астмой абсолютное количество лимфоцитов периферической крови не отличается от показателей здоровых детей. Количественное содержание (относительное и абсолютное) Т-лимфоцитов, Т-хелперов, Т-супрессоров существенно ниже нормальных величин. У детей с бронхиальной астмой отмечено достоверное снижение уровня сывороточной тимической активности (СТА) по сравнению с нормой. Относительное количество В-лимфоцитов достоверно повышено, абсолютное содержание этой популяции имеет лишь тенденцию к увеличению при отсутствии статистического различия с показателями здоровых детей.
В периоде клинического благополучия в группе детей с БА не происходит существенного улучшения показателей Т-звена иммунной системы и уровня СТА. Достоверно увеличено только количество суммарных лимфоцитов, количество Т-супрессоров, несмотря на некоторую тенденцию к увеличению у детей с БА существенно не изменяется, а уровень Т-хелперов не имеет динамики. В результате иммуно-регуляторный индекс также не изменяется. Абсолютное количество В-лимфоцитов в этот период, как у детей с бронхиальной астмой, остается в пределах нормы здоровых детей. 
Различий в концентрации иммуноглобулинов, как в динамике заболевания, так и по сравнению со здоровыми детьми нами не выявлено.

Таким образом, анализ иммунологических показателей свидетельствует о глубоком угнетении Т-клеточного звена иммунной системы у больных с бронхиальной астмой, как в послеприступном периоде, так и в периоде клинического благополучия.

Наиболее выраженное снижение показателей отмечается в уровне CD3+ (Т-лимфоциты) и CD4+ (Т-хелперы). Содержание CD8+ (Т-супрессоры) снижено в меньшей степени, в результате чего иммунорегуляторный индекс (ИРИ) оказался более низким, чем у здоровых детей.

Уровень сывороточной тимической активности, свидетельствующий о функциональном состоянии вилочковой железы, был достоверно снижен во все периоды заболеваний.

В целом, показатели иммунного статуса детей с бронхиальной астмой, характеризуются, прежде всего, функциональной недостаточностью вилочковой железы и дефицитом Т-клеточного иммунитета [14, 15, 21, 133]. 

В литературе есть данные, о характерных для атопии изменениях цитокинового статуса. Это повышение уровня сывороточного интерферона (ИФ) (12,3±9,8 ед/мл против 5,6±2,8 ед/мл в контроле), угнетение способности лейкоцитов продуцировать β-ИФН в ответ на вирусную индукцию (8,62±2,4 ед/мл против 34,6±6,2 ед/мл в контроле) и снижение продукции γ-ИФН лимфоцитами после стимуляции фитогемагглютинином (4,77±2,5 ед/мл против 22,7±7,8 ед/мл в контроле). Показатели спонтанной продукции ФНО у детей с БА были достоверно выше по сравнению со здоровыми детьми (16,2±5,4% против 9,75±2,1% в контроле). В то же время отмечено снижение индуцированной липополисахаридами Е.coli продукции ФНО (17,4±5,9%) по сравнению с контролем (38,4±6,1%). Выявлено, что у 61,5% детей с БА уровень спонтанной продукции ФНО превышал уровень индуцированной продукции, что, вероятно, связано с истощением резервных возможностей клеток-продуцентов [9, 57].
Макаровой Е.Н., Зайцевой О.В., Малиновской В.В. (2002) было проведено динамическое изучение интерферонового (ИФН) статуса у 48 детей в возрасте от 2 до 14 лет с бронхиальной астмой (БА), часто болеющих респираторными инфекциями. Установлено снижение способности лейкоцитов к синтезу ИФН-β у 72%, ИФН-γ ( у 84% детей. Уровень ИФН-ξ в сыворотке крови был достоверно снижен по сравнению с детьми, не предрасположенными к атопии (94,9±10,3 пг/мл и 192,3±7,8 пг/мл соответственно) [78].

Согласно данных некоторых авторов [34], большое диагностическое значение имеет определение ИЛ-6, уровень которого у детей с БА значительно превышает показатели здоровых детей (10,06±0,61 pg/ml против 6,03±0,80 pg/ml, р<0,01). Утяжеление течения БА сопровождалось нарастанием содержания ИЛ-6 (14,72±1,40 pg/ml). У детей с легким течением БА в период ремиссии уровень ИЛ-6 не превышал таковой у здоровых сверстников [107].

Эти выводы подтверждаются и результатами данных других исследователей. Для всех больных бронхиальной астмой характерно нарушение фагоцитоза, снижение числа CD3+, CD4+, CD16+ и дефицит продукции ИФН-β и ИФН-γ [58].
Однако в литературе имеются и несколько иные данные. В некоторых исследованиях выявлено снижение относительного содержания Т-лимфоцитов и их субпопуляций (CD4+ и CD8+), повышение уровня В-лимфоцитов, снижение IgA и повышение IgM при отсутствии значимых сдвигов в содержании IgG, снижение показателей фагоцитарной активности нейтрофилов и повышение уровня циркулирующих иммунных комплексов [156].
Выявленные особенности иммунного статуса не могут не влиять на течение различных инфекционных заболеваний у детей, страдающих атопией.

Течение  вирусных  инфекций  у  детей  с  аллергическими  заболеваниями  сопровождается  повышением  уровней общего  и  специфических  IgE  и  sCD4+  в  сыворотке  крови, что  свидетельствует  об  избыточной,  антигенной  стимуляции  и  связанной  с  ней  активацией  гуморального  и  клеточного  иммунитета. Присоединение  острых  респираторных  инфекций вирусного  происхождения  вызывает  увеличение  продукции  IL-4,  IL-5,  IL-8,  TNF-β  и  снижение  IFN-γ  в  периферической крови [3, 6, 48, 56, 62, 64, 66].

Те же цитокины, которые вызывают воспаление, провоцируемое контактом со специфическими аллергенами у индивидуумов с аллергией, могут даже изменить иммунный ответ слизистой оболочки на действие респираторных вирусов от обычного защитного ответа Th1 на к Th2. Вместо ответа к вирусной пептидной стимуляции в обычном плане с продукцией интерферон-гамма и цитолитическим эффектом инфицированных эпителиальных клеток, продуцируются Th2 цитокины и наиболее важный из них ИЛ-4, привлекающий клетки, участвующие в аллергическом воспалении, а также ИЛ-8, туморнекротизирующий фактор и др. Цитокины взаимодействуют с другими клетками, такими как макрофаги. Эти клетки секретируют свой профиль цитокинов. Вследствии чего нарушается регуляция существующего воспаления и возникает каскад взаимно усиливающихся эффектов [8,  20, 28, 49].

Таким образом, высокие показатели инфицированности больных бронхиальной астмой, в первую очередь внутриклеточными инфекциями можно объяснить с иммунологических позиций. Общим для этих инфекций с облигатной или факультативной внутриклеточной локализацией возбудителя является контроль и обеспечение протективного иммунитета Т-лимфоцитами, CD4+ Th1-клетками [3, 50, 67, 70]. С другой стороны, для бронхиальной астмы характерным является именно Т-клеточная иммунологическая недостаточность, снижение количества и функционального состояния CD3+-клеток (Т-лимфоцитов), CD4+-клеток или CD8+-клеток, Th1-клеток, низкий уровень интерферона-g и гиперпродукция IL-5 у больных атопической бронхиальной астмой, что облегчают инфицирование и способствуют персистенции инфекционных агентов [4, 10, 11, 14]. 

С точки зрения устойчивости больных бронхиальной астмой к различным инфекционным агентам, большой интерес представляет не только состояние системного иммунитета, но и состояние эпителия, его иммунная функция в органе мишени – бронхах.    

При обострении БА в расширенных просветах бронхов определяются слизистые пробки, пласты слущенного эпителия с примесью нейтрофилов, эозинофилов, лимфоцитов, почти полное оголение базальной мембраны, иногда встречаются кристаллы Шарко–Лейдена. В сохраненном эпителии повышается число бокаловидных клеток. В период ремиссии из перечисленных признаков сохраняется лишь бокаловидно-клеточная гиперплазия. 

В период обострения при бронхиальной астме базальная мембрана обычно неравномерно утолщена до 5 мкм, часто видны отдельные проходы в ней, перпендикулярные к просвету бронха, очаговая резорбция отдельных участков базальной мембраны. В настоящее время считают, что это следствие действий эозинофильного катионного белка и основного щелочного белков эозинофилов. По данным иммуноморфологии, в утолщенных участках базальной мембраны повышена концентрация γ-глобулинов, коллагенов II, III, IV типов, фибронектина, продуцируемого пролиферирующими фибробластами. Кроме того, в базальной мембране наблюдеться диффузное расположение сывороточного альбумина и фибриногена. Считается, что утолщение базальной мембраны связано с отложением иммунных комплексов. В целом проведенные исследования показали, что толщина базальной мембраны при бронхиальной астме составляет 5,2–8,3 мкм [152].   

При бронхиальной астме подслизистый слой почти на всем протяжении густо инфильтрирован полинуклеарами и эозинофилами, чаще дегранулированными. Наблюдается выраженный отек стромы и полнокровие расширенных капилляров. В период ремиссии определяются лишь единичные лимфоциты и эозинофилы. При астме происходит увеличение гиперсекреции слизистых клеток бронхиальных желез в сочетании с изменением вязкостно-эластических и адгезивных свойств слизи. Протоки желез расширяются и переполняются вязким секретом. 

При исследовании биоптатов слизистой оболочки бронхов и бронхо-альвеолярной лаважной жидкости обнаруживается увеличение уровня ИЛ-1, фактора некроза опухолей (ФНО), ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ГМ-КСФ [152].  

Таким образом, иммуноморфология органа мишени – бронхов при бронхиальной астме в целом соответствует системным изменениям иммунитета, характерным для атопии и содействует инфицированию бронхов внутриклеточными инфектами, в том числе цитомегаловирусом, а их персистенция и активная репликация в слизистой оболочке органа, в свою очередь, усиливает и модифицирует течение атопического воспаления. 

В связи с этим, именно иммунопатологическому взаимодействию атопического воспаления и персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов при астме посвящены наши исследования.
Материалом для иммунологического  исследования служила периферическая кровь детей страдающих бронхиальной астмой.

Идентификацию мембранных маркеров различных клонов Т- и В-лимфоидных популяций осуществляли с применением панели МКА (“Becton Dickinson”) на проточном цитометре FACSCalibur “Becton Dickinson”. Обозначение кластеров дифференцировки (CD)  дано в соответствии с международной классификацией, принятой на 4-ом Международном совещании по антигенам дифференцировки лимфоцитов человека. Панель моноклональных антител состояла из 7 маркеров к следующим популяциям лимфоцитов: CD3+/CD45+ (зрелые Т-лимфоциты), CD19+/CD45+ (зрелые В-лимфоциты), CD3+/CD4+/CD45+ (Т-хелперы/индукторы), CD3+/CD8+/CD45+ (Т-супрессоры/цитотоксические), CD3+/CD25+ (маркер лимфоцитарной активации), CD(16+56)/CD45+ (натуральные киллеры), CD3+/HLA-DR+ (активированные Т- и В- лимфоциты). Использовались проприентные  диагностикумы - Малтитест ИМК; набор четырёх цветных реагентов (BD multiTEST IMK kit) Bekston Dikinson.
Для определения уровней IgA, IgM, IgG и IgE в сыворотке крови применяли иммуноферментный метод с использованием иммуноферментной тест-системы «Вектор-Бест» для IgA, IgM, IgG и «Хема-Медика» для IgE.


Показатели функциональной активности нейтрофилов исследовали на модели поглощения частиц латекса размером 1,1μ (С.Г.Потапова и соавт., 1977) с определением фагоцитарного индекса и фагоцитарного числа с частицами латекса (ФАН – спонтанная и стимулированная, ФЧ – спонтанное и стимулированное («Реакомплекс», г. Чита). 

Активность ферментных систем, продуцирующих активные формы кислорода (АФК), оценивали по значению совокупного цитохимического коэффициента (СЦК) в спонтанном и индуцированном тестах восстановления нейтрофилами нитросинего тетразолия в формазан по стандартной методике («НСТ-тест», «Реакомплекс», г. Чита)

В ходе исследований был выявлен ряд особенностей в клеточном (табл. 4.2), гуморальном (табл. 4.3) и фагоцитарном (табл. 4.4) звеньях иммунитета, характерных для детей с бронхиальной астмой, с выделением ДНК цитомегаловируса из мокроты, в сравнение с пациентами без признаков персистенции инфекта.

Таблица 4.2
Абсолютное число иммунокомпетентных клеток у детей 
с бронхиальной астмой выделяющих ДНК цитомегаловируса 
и пациентов без признаков персистенции возбудителя.

	Иммунокомпетентные клетки к/мл*106
	Дети с БА 
ЦМВ +

n=21
	Дети с БА 
ЦМВ – 
n=32
	р

	Т-лимфоциты (CD3+)
	2064±199,5
	2936±161,6
	0,0006

	В-лимфоциты (CD19+)
	548,4±46,3
	649,6±37,5
	0,1082

	Т-хелперы (CD4+)
	1068±105,5
	1501±85,5
	0,0014

	Т-цитотоксические /супрессоры (CD8+)
	759,6±102,2
	1214±82,8
	0,0023

	NK (CD16+)
	210,8±69,6
	695,8±56,4
	0,0001


При изучении клеточного звена иммунитета было выявлено снижение абсолютного числа всех типов лимфоцитов у детей, страдающих бронхиальной астмой, что соответствует литературным данным. 
Однако у больных, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса  это падение было выраженно сильнее, чем у пациентов без признаков персистенции возбудителя. 

Наибольшие различия обнаружились при исследовании уровня натуральных киллеров (CD16+-клетки). У детей с бронхиальной астмой, выделяющих ДНК инфекта, их абсолютное количество составило 210,8 к/мл*106, что более чем в три раза ниже, чем у детей без признаков персистенции возбудителя, где этот показатель составил 695,8 к/мл*106 (р=0,0001). Это подтверждает роль цитомегаловируса в угнетении клеточного иммунитета уже сниженного на фоне атопического воспаления. 
Уровень Т-лимфоцитов у больных, выделяющих  цитомегаловирус с мокротой, так же снижен – 2064 к/мл*106, что на треть меньше, чем у пациентов не выделяющих ДНК инфекта, где этот показать составил 2936 к/мл*106 (р=0,0006). 
В большей степени у больных, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса выражено снижение уровня Т-лимфоцитов цитотоксических/супрессоров (CD8+-клеток), их абсолютное число у таких детей составило 759,6 к/мл*106, что ниже, чем у пациентов без признаков персистенции возбудителя, у которых  этот показатель составил 1214 к/мл*106 (р=0,0023) . 
Уровень Т- лимфоцитов хелперов (CD4+-клеток) у больных с персистенцией вируса в бронхах так же был сниженным и составил 1068к/мл*106 , что достоверно (р=0,0014) ниже, чем у детей на выделяющих ДК возбудителя, где этот показатель равен 1501 к/мл*106, хотя снижение менее выражено, чем для Т-цитотоксических/супрессоров. 
В связи с этим, иммунорегуляторный индекс был несколько выше у детей страдающих бронхиальной астмой и выделяющих ДНК инфекта – 1,49, чем у пациентов без признаков персистенции возбудителя в бронхах у которых он был равен 1,27. Это позволяет предположить роль ЦМВ в усилении атопического воспаления в связи со снижением супрессии, оказываемой CD8+ клетками на активность В-лимфоцитов, в том числе продуцирующих иммуноглобулин класса Е.
Абсолютное число В-лимфоцитов в рассматриваемых группах не  демонстрирует достоверных различий (р=0,1082). У детей с бронхиальной  астмой выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса, оно составило 548,4 к/мл*106, а у пациентов без признаков персистенции возбудителя – 649,6 к/мл*106. 
Это подтверждает вышеописанную концепцию иммунологического взаимодействия атопического воспаления при бронхиальной астмы и персистенции цитомегаловируса, которая предполагает их взаимное усиление, вследствие образования порочных  кругов, вызванных нарушениями именно в Т-клеточном звене иммунитета (рис. 4.1).
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Рис.4.1. Абсолютное число иммунокомпетентных клеток у детей 
с бронхиальной астмой выделяющих ДНК цитомегаловируса и пациентов без признаков персистенции возбудителя.
Примечание. Различия групп достоверны -■ р ˂  0,05, различия групп недостоверны - □ р >0,05

             При исследовании гуморального звена иммунитета (табл. 4.3) у больных с признаками персистенции вируса в бронхах нами  выявлено только повышение у иммуноглобулина класса А. У таких детей его уровень составляет 2,47 г/л, что достоверно (р=0,0002) выше чем у детей страдающих бронхиальной астмой не выделяющих ДНК цитомегаловируса м мокротой, у которых уровень этого иммуноглобулина равен, в среднем, 1,63 г/л. 

По нашему мнению это связанно с активной персистенцией цитомегаловируса, который является внутриклеточным патогеном в слизистой оболочке бронхов, что неизбежно ведет к активизации производства именно секреторного иммуноглобулина, обеспечивающего противовирусную защиту на местном уровне. Однако такой активизации оказывается недостаточно для прекращения активной репликации возбудителя.

                                     Таблица 4.3
Уровни общих иммуноглобулинов классов А, М, G, Е  у детей 

с бронхиальной астмой выделяющих ДНК цитомегаловируса и у пациентов без признаков персистенции возбудителя.

	Уровень 

Иммуноглобулина 
	Дети с БА 
ЦМВ +

n=21
	Дети с БА
ЦМВ – 
n=32
	р

	IgA (г/л)
	2,47±0,2
	1,63±0,2
	0,0002

	IgM (г/л)
	2,52±0,3
	2,16±0,3
	0,2721

	IgG (г/л)
	18,88±2,3
	14,2±1,9
	0,0826

	IgE (МЕ)
	410,6±96,4
	620,1±78,1
	0,0829


Уровень иммуноглобулинов класса М и G не демонстрирует статистически достоверных различий в рассматриваемых группах для иммуноглобулинов класса М (р=0,2721) и для иммуноглобулинов класса G (р=0,0826). Имеется лишь некоторая тенденция к их повышению у пациентов, выделяющих  ДНК возбудителя с мокротой. У этих детей средний уровень иммуноглобулинов класса М составил 2,52 г/л, что выше, чем у больных без признаков персистенции вируса в бронхах, у которых он равен 2,16 г/л. Возможно, это связанно с их большей общей инфицированностью обусловленной более выраженным угнетением иммунной системы.
Средний уровень иммуноглобулина класса G у пациентов, выделяющих фрагменты ДНК вируса, составил 18,88 г/л, что несколько ниже, чем у детей с бронхиальной астмой без признаков персистенции инфекта (рис 4.2).
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Рис.4.2. Уровень общих иммуноглобулинов классов А, М, G  у детей с бронхиальной астмой, выделяющих ДНК цитомегаловируса, и у пациентов без признаков персистенции возбудителя

Примечание: Различия групп достоверны -■ р ˂  0,05, 
                     различия групп недостоверны - □ р >0,05

Средний уровень иммуноглобулина класса Е так же не демонстрирует достоверных различий (р=0,0829) у детей с бронхиальной астмой, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, и у пациентов не имеющих признаков персистенции возбудителя в бронхах. Это позволяет предположить, что причиной имеющегося утяжеления бронхиальной астмы у больных, выделяющих ДНК инфекта, является именно воздействие инфекции, а не более выраженная врожденная атопия.
В ходе анализа данных, полученных при исследовании показателей фагоцитарного звена иммунной системы значимых отличий, по результатам НСТ теста, как спонтанного, так и стимулированного, в рассматриваемых группах отмечено не было. Среднее значение НСТ спонтанного у больных, с признаками персистенции возбудителя в бронхах, составило 45,09 усл.ед., а у пациентов без выделения ДНК инфекта было несколько ниже – 41,84 усл.ед. После стимуляции показатели НСТ-теста возросли в обеих группах и для детей с астмой, выделяющих ДНК вируса, составили 53,71 усл.ед., а для пациентов без признаков персистенции возбудителя в бронхах – 55,43 усл.ед. (табл. 4.4).

Таблица 4.4.

Показатели фагоцитарного звена иммунитета  у детей с бронхиальной астмой, выделяющих ДНК цитомегаловируса и у пациентов 
без признаков персистенции возбудителя

	Иммунологические показатели
	Дети с БА 
ЦМВ +

n=21
	Дети с БА 
ЦМВ – 
n=32
	р

	НСТ спонтанный
	45,09±2,1
	41,84±1,7
	0,2307

	НСТ стимулированный
	53,71±3,6
	55,43±2,9
	0,6207

	ФЧ спонтанное
	8,71±1,2
	4,17±1,0
	0,0001

	ФЧ стимулированное
	10,6±1,7
	9,13±1,4
	0,4095

	ФАН спонтанная 
	51,3±6,6
	9,65±5,4
	0,00001

	ФАН стимулированная
	52,9±6,8
	10,0±5,5
	0,00001


Спонтанное фагоцитарное число у больных  выделяющих  ДНК вируса составляет 8,71, что достоверно (р=0,0001) выше, чем у пациентов  без признаков персистенции инфекта, у которых оно в среднем равно 4,17. При этом значения стимулированного фагоцитарного числа статистически достоверных различий в исследуемых группах не демонстрирует (р=0,4095). У больных, выделяющих ДНК вируса, оно составило 10,6, а у пациентов без признаков персистенции возбудителя 9,65, что говорит о резком снижении резерва фагоцитарного числа у пациентов с признаками персистенции инфекта в бронхах. 

Фагоцитарная активность, как спонтанная так и стимулированная,  достоверно выше у детей, выделяющих ДНК вируса (р=0,00001). У больных с признаками персистенции возбудителя средняя спонтанная фагоцитарная активность составила 51,3%, а стимулированная – 52,9%. У пациентов, не выделяющих ДНК инфекта, средняя спонтанная фагоцитарная активность равнялась 9,65%, а стимулированная – 10,0%, что более чем в пять раз ниже, чем у детей, выделяющих ДНК возбудителя (рис. 4.3). 
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Рис.4.3. Показатели фагоцитарного звена иммунитета у больных, 
выделяющих ДНК вируса и у пациентов без признаков возбудителя.

Примечание. Различия групп достоверны -■ р ˂  0,05,
                     различия групп недостоверны - □ р >0,05

Это позволяет предположить компенсаторное усиление нейтрофильного звена иммунитета на фоне падения активности его лифоцитарно-клеточного звена, в том числе снижения натуральных киллеров, и значительное напряжение фагоцитарной системы у пациентов с признаками персистенции вируса в бронхах.
С целью установления системных взаимодействий между различными звеньями иммунной системы, а также клиническими показателями у детей, страдающих бронхиальной астмой и выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, и пациентов без признаков персистенции возбудителя в бронхах нами был проведен корреляционный анализ клинических проявлений бронхиальной астмы и исследуемых показателей иммунной системы в зависимости от наличия признаков репликации инфекта (рис 4.4) 
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Рис.4.4. Влияние сочетания атопического воспаления и цитомегаловирусной инфекции на иммунный статус.

В результате проведенного анализа обнаружено, что наличие обострения бронхиальной астмы имеет достоверную сильную обратную связь (r=-0,82) с абсолютным количеством Т-цитотоксических/супрессоров  (клеток несущих маркер CD8+). Во время обострения отмечается падение количества этих клеток, что ведёт к росту активности В-лимфоцитов и, в частности, может вести к повышению уровня иммуноглобулинов. 
Следует отметить, что у детей с бронхиальной астмой и признаками персистенции цитомегаловируса в бронхах, отмечается на фоне увеличения   частоты обострений бронхиальной астмы наблюдаеться снижение Т-цитотоксических/супрессорных клеток.   
Кроме того, отмечается достоверная сильная обратная связь (r=-0,82) между наличием маркеров персистенции цитомегаловируса и абсолютным количеством натуральных киллеров (клеток несущих маркеры CD16+)  а так же их долей среди лимфоцитов (r=- 0,79). 
Нормальное количество натуральных киллеров у детей с бронхиальной астмой, как абсолютное, так и относительное, снижает вероятность размножения вируса в организме пациента. При этом у детей страдающих бронхиальной астмой с признаками персистенции цитомегаловируса из всех иммунных нарушений наиболее выражено падание именно этой субпопуляции лимфоцитов.

Выявленные особенности иммунного статуса детей, страдающих бронхиальной астмой с персистенцией цитомегаловируса, позволяет сделать следующее выводы.
У детей с бронхиальной астмой и маркерами цитомегаловирусной инфекции  отмечается снижение абсолютного количества всех типов лимфоцитов (CD3+, CD4+, CD8+, CD9+, CD16+, CD19+). В первую очередь снижается количество Т-клеток, что вызвано иммунологическим взаимодействием атопического процесса и персистенции внтутриклеточных возбудителей, ведущим к их  взаимоусилению. 
Отмечается резкое снижение натуральных киллеров, что подтверждает роль цитомегаловируса в угнетении клеточного иммунитета уже сниженного на фоне атопического воспаления. У них выявлено изменение соотношения Т-хелперов и Т-супрессоров со снижением CD8+, что позволяет предположить роль цитомегаловируса в  усилении атопического воспаления в связи со снижением супрессии активности В-лимфоцитов. У больных отмечается повышение уровня общего иммуноглобулина класса А, то связанно с активной персистенцией цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов, и неизбежно ведет к активизации производства секреторного иммуноглобулина, обеспечивающего местную противовирусную защиту, но этой активизации оказывается недостаточно для элиминации возбудителя.

У таких детей отмечается достоверное нарастание фагоцитарной активности нейтрофилов, что позволяет предположить компенсаторное усиление неспецифического звена иммунитета на фоне падения активности специфического клеточного иммунитета,  в том числе снижения естественных киллеров (CD16+). Выявлена обратная корреляционная связь между наличием маркеров цитомегаловирусной инфекции и числом естественных киллеров, что ведет к нарушению противовирусного иммунитета. 
Глава 5. Этиотропная терапия цитомегаловируса 
у детей с бронхиальной астмой
Вышеизложенные данные демонстрируют необходимость коррекции выявленных нарушений, вызванных репликацией  цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов. Однако эффективные средства лечения данной инфекции еще не разработаны. Существующие же средства пока не позволяют добиться полной элиминации цитомегаловируса из организма. «Человек, единожды инфицированный вирусом цитомегалии, остается инфицированным на всю жизнь» (Ершов Ф.И.). Поэтому задачи, которые ставятся при лечении больных с цитомегаловирусом, носят более ограниченный, но вполне конкретный характер. Они состоят в том, чтобы добиться прекращения продуктивной вирусной репликации и вирусной экскреции, перевести инфекцию в стадию латенции и, главное, способствовать установлению контроля иммунной системы организма по недопущению активизации вируса [38, 39]. 

Что касается прямой антивирусной химиотерапии, то в настоящее время широкое применение для лечения вирусных инфекций получили аналоги нуклеозидов. Принцип действия пуриновых и пиримидиновых аналогов состоит в том, что они препятствуют включению нуклеотидов в ДНК вируса и, следовательно, являются эффективными ингибиторами репликации вирусной ДНК [18, 38, 39].
Однако для лечения цитомегаловирусной инфекции большинство препаратов этой группы не эффективны. Ведутся исследования по применению пероральных форм ганцикловира, лобукавира, цидофовира, ISIS-2922 для подавления цитомегаловирусной инфекции, но  на данный момент одобрено только внутривенное применение ганцикловира и фоскарнета.  Только эти препараты включены в группу противоцитомегаловирусных [38, 39].
Наиболее эффективным препаратом является ганцикловир [135].  К сожалению, он обладает высокой токсичностью, выраженным миелосупрессивным действием с развитием лейкопении и тромбоцитопении. Поэтому использование ганцикловира возможно только если цитомегаловирусная инфекция несет непосредственную угрозу жизни ребенка.

Фоскарнет отличается по структуре от ганцикловира, но также обладает довольно высокой токсичностью, достаточно выраженным нефротоксическим, нейротоксическим и гемотоксическим действием [135].  

Таким образом, очевидно, что в связи с токсичностью препаратов и сложностью схем их введения применение прямой противовирусной химиотерапии цитомегаловируса целесообразно только при тяжелых инфекционных поражениях вызванных непосредственно этим возбудителем и угрожающих жизни ребенка, но не при его субклинической персистенции.

Реализация патогенных потенций цитомегаловируса находится в тесной связи с состоянием защитных механизмов организма. Проведенные исследования установили снижение как количественных, так и функциональных показателей, характеризующих состояние клеточного иммунитета у пациентов с персистенцией этого инфекта. 
У детей с цитомегаловирусной инфекцией выявлены низкие уровни Т-хелперов со снижением индекса СД4+/СД8+. Субпопуляция Т-лимфоцитов СД4+ является существенной для подавления продуктивной инфекции. 
Важное значение имеет и гуморальное звено иммунитета — специфические антитела ограничивают диссеминацию вируса в организме. 
В целом при цитомегаловирусной инфекции формируется иммунодефицитное состояние. Поэтому в лечении цитомегаловирусной инфекции нашла широкое применение иммунотерапия. 
При этом можно выделить три ее основных направления: специфические антивирусные иммуноглобулины; неспецифические антивирусные препараты, интерфероны и их индукторы; иммуностимуляторы, в первую очередь воздействующие на Т-звено иммунной системы [55].
Имеющиеся данные о монотерапии цитомегаловирусной инфекции иммуностимуляторами говорят о некоторой ее эффективности. Так, при назначении Т-активина положительные результаты с прекращением цитомегаловирусной антигенемии, антигенурии и элиминацией IgM анти-ЦМВ из крови были достигнуты после первого курса лечения у 67% пациентов [122]. 

Имеются данные о применении индуктора интерферона – циклоферона в виде инъекций в разовой дозе 2,0 мл 12,5% раствора внутримышечно 1 раз в неделю. Курс лечения продолжался 10 недель. В результате проведенного лечения циклофероном у 80% пациентов прекратилась цитомегаловирусная виремия и/или вирурия, произошла элиминация антицитомегаловирусных IgM из крови [122].
Ранее механизм действия иммуноглобулинов при вирусных инфекциях объясняли только тем, что практически все они содержат специфические противоцитомегаловирусные антитела. Однако в последние годы было установлено, что препараты иммуноглобулинов обладают также иммуномодулирующим и антитоксическим действием, активизируют опсонофагоцитарные реакции [24].
Имеются данные о комбинированной терапии препаратами интерферона и неспецифическим иммуноглобулином. Так для лечения группы детей первого года жизни с острой цитомегаловирусной инфекцией применялся виферон — рекомбинантный альфа 2-интерферон в свечах, в сочетании с неспецифическим иммуноглобулином. 
Анализ результатов комбинированной терапии вифероном с иммуноглобулином показал, что маркеры цитомегаловирусной инфекции, свидетельствующие об активности инфекции, не выявлялись после проведенного курса лечения [22, 24, 25].
Неспецифический иммуноглобулин может применяться и в сочетании с иммуномодуляторами, воздействующими на клеточное звено иммунной системы, в частности с Т-активином. В этом случае у всех пациентов отмечалось клиническое улучшение, прекращение экскреции вируса и некоторое улучшение показателей клеточного звена иммунитета [24].
Но наилучший эффект от иммунотерапии был получен при применении специфических иммуноглобулинов с титром активных антител к цитомегаловирусу. Специфические цитомегаловирус–нейтрализующие антитела действуют экстраклеточно и связываются с гликопротеинами поверхности вируса. Таким образом, нейтрализуются свободный вирус и вирус, выходящий из клетки, т.е. еще связанный с клеткой вирус. Нейтрализованные вирусы затем выводятся почками. В качестве еще одного механизма обсуждается антителозависимая клеточная цитотоксичность по отношению к инфицированным вирусами клеткам. 
 При лечении активной ЦМВИ наиболее широко используется препарат ЦИТОТЕКТ («Биотест», ФРГ), в котором содержатся антитела к цитомегаловирусу в высоком титре. Он готовится из плазмы доноров, у которых заранее определяется титр антител к цитомегаловирусу. Цитотект — это нормальный человеческий антицитомегаловирусный иммуноглобулин для внутривенного применения с повышенным содержанием антител к цитомегаловирусу. Дальнейшее применение препарата будет зависеть от динамики клинических проявлений и активности инфекционного процесса, результатов вирусологического мониторинга. При необходимости, а это определяется клиническим течением болезни, можно провести повторный курс лечения [19, 32, 65].
Применение Цитотека затруднено в связи с высокой стоимостью препарата. Однако, по данным некоторых исследователей отечественные специфические иммуноглобулины, в частности специфический антицитомегаловирусный иммуноглобулин человека производства ЗАО «Биофарма», который получают путем выборки партий нормального человеческого иммуноглобулина содержащих высокий титр антител к цитомегаловирусу, применяемый по схеме 1,5 мл внутримышечно через 2 дня на 3-й — на курс 5 инъекций, имеют близкие к цитотекту показатели эффективности [65, 162]. 

Эти препараты не только эффективны, но и достаточно безопасны, имеются исследования их применения у детей первого года жизни и беременных женщин, значимых побочных эффектов не обнаружено [65].
При использовании специфических иммуноглобулинов, в том числе и в качестве монотерапии, отмечается не только клиническое улучшение, купирование виремии, вирурии и исчезновение специфического IgM в крови, но и значительное улучшение показателей иммунитета (табл. 5.1) [162].
Таблица 5.1 
Динамика показателей клеточного и гуморального иммунитета 
у детей 1 подгруппы с ЦМВ-инфекцией на фоне терапии 
специфическим иммуноглобулином

	Показатель
	Контрольная

группа 
	ЦМВИ до 
лечения
	ЦМВИ после лече​ния

	CD3+,%

CD4+,%

CD8+,%

IgG, мг/мл
	58±4,3
45±3,3
20±1,8
7,5±1,8
	53,7±4,4
33±4,9
28±1,8

3,5±1,5
	60,7±6
42±3,2
25±1,0
5,5±1,8


Попытки применения неспецифического иммуноглобулина, в частности 10% нормального человеческого альбумина в качестве монотерапии  по вышеприведенной схеме, показывают, что он имеет значительно более низкую клиническую эффективность и практически не оказывает воздействия на показатели иммунитета [161]. 
Из вышеизложенного очевидно, что применение специфической противовирусной химиотерапии (ганцикловир, фоскарнет) при бронхиальной астме с персистенцией цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов, не представляется оптимальным в силу тяжелых побочных эффектов таких препаратов. 
Альтернативным методом воздействия на вирус является иммунотерапия, как специфическая так и неспецифическая, которая имеет меньше побочных эффектов, что позволяет использовать её не только в жизнеугрожающих состояниях. 
Поскольку необходимо направленное воздействие на вирус с целью прекращения его репликации в бронхах, то был сделан выбор в пользу специфической иммунотерапии. Однако использование цитотекта не представлялось возможным в силу экономических причин, кроме того в связи с его стоимостью, даже в случае получения положительных результатов исследования, его внедрение в практику комплексной терапии бронхиальной астмы у детей с персистенцией цитомегаловируса представляется маловероятным. 
В связи с этим было решено использовать «иммуноглобулин человека нормальный» с высоким титром антител  к цитомегаловирусу (1:12800).
 Исходя из этого, нами была оптимизирована схема лечения бронхиальной астмы у детей, выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой, включающая базисную терапию астмы, назначаемую исходя из  тяжести заболевания согласно национальной программу «Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и профилактика», (2008) и иммуноглобулин с высоким титром антител к цитомегаловирусу. 

 Мы использовали «Иммуноглобулин человека нормальный» производства Хабаровского завода биопрепаратов. Образцы имеющихся в наличии партий тировались по содержанию антител к цитомегаловирусу (Протокол № 1 от 14.09.2010) в вирусологической лаборатории ХФ ДНЦ ФПД СО РАМН – НИИ ОМиД (зав. – д.м.н. О.В. Островская). Для дальнейшего использования были закуплены только партии с высоким содержанием антител к цитомегаловирусу, титр антител к цитомегаловирусу составил 1:12800. 
Препарат назначали в дозе 1,5 мл внутримышечно через два дня на третий, курсом в пять инъекций детям, больным бронхиальной астмой с персистенцией цитомегаловируса в бронхах, подтвержденной выявлением фрагментов его ДНК.  
Эффективность проводимой терапии оценивали у 18 детей, больных бронхиальной астмой до и после терапии иммуноглобулином в сочетании с препаратами базисного лечения. Повторное взятие материала для исследования производили через две недели после проведенного лечения. Длительность наблюдения больных составила 6 месяцев и более.

Во всех случаях после проведенного лечения фрагментов ДНК цитомегаловируса в мокроте не обнаружено, что говорит о прекращении активной репликации цитомегаловируса в бронхах после применения разработанной терапии.
При сравнении клинических и иммунологических показателей у этих больных до и после получения иммунотерапии было отмечено их улучшение. Эти показатели не пришли к норме, но приблизились к таковым у детей, страдающих бронхиальной астмой без признаков персистенции цитомегаловируса.

Таблица 5.2
Клинические показатели у детей с бронхиальной астмой и персистенцией 
цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов до и после лечения

	Критерии
	ЦМВ+ (n=18)
	р
	ЦМВ-

n=65

	
	До лечения
	После лечения
	
	

	Степень тяжести:

Легкая

Средняя 

Тяжелая
	11,11%

66,66%

22,22%
	50,00%

39,89%

11,11%
	0,00135
	52,30%

35,38%

12,30%

	Доля комбинированной терапии
	89,89%
	50,00%
	0,0043
	47,69%

	Средняя доза ГКС (мкг/сут)
	420±56,38
	194±54.3
	0,000005
	129±9,7


Изменения в клинических показателях, произошедшие после курса терапии «иммуноглобулином человека нормальным» представлены в таблице 5.2, где также для сравнения приведены значения этих показателей у детей страдающих бронхиальной астмой без признаков персистенции цитомегаловируса в бронхах.
После проведенной терапии отмечается достоверное (р=0,0013) перераспределение степеней тяжести бронхиальной астмы (рис.5.1)
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Рис. 5.1. Структура тяжести бронхиальной астмы до и после лечения.

Доля больных с лёгким течением астмы в результате лечения возросла в 4,5 раз – с 11,1% до 50%. Доля детей с астмой средней тяжести снизилась в 1,7 раза – с 66,7% до 39,9%. В 2 раза реже стало регистрироваться тяжелое течение заболевания –– 22,2% и 11,1% соответственно.

Таким образом,  после проведенного курса лечения отмечается значительное снижение тяжести течения заболевания. 

При этом структура тяжести бронхиальной астмы у пациентов, получавших «иммуноглобулин человека нормальный» с высоким титром антител к цитомегаловирусу, приблизилась к таковой у детей, страдающих бронхиальной астмой без признаков персистенции цитомегаловируса.  

Снижение тяжести заболевания дало возможность пересмотреть объёмы базисного лечения у пациентов, получивших курс иммунотерапии (рис. 5.2). 
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Рис.5.2. Объём базисной терапии до и после лечения.
Так среднюю суточную дозу ингаляционных глюкокортикостероидов удалось довести до 194 мкг/сут, что достоверно (р=0,000005) ниже, чем у этих же пациентов до лечения, хотя эта доза выше, чем у больных с бронхиальной астмой без признаков персистенции вируса.

Кроме того, удалось достоверно (р=0,0043) снизить долю пациентов получающих комбинированную терапию. Она сократилась в 1,8 раза – с 89,9% до лечения до 50% после курса препарата. 

Среди детей с бронхиальной астмой, получавших терапию «иммуноглобулином человека нормальным», доля пациентов требующих комбинированной терапии практически сравнялась с таковой у больных без признаков персистенции возбудителя 

Изучение показателей клеточного звена иммунитета у пациентов, получавших иммунотерапию, не выявило достоверных отличий в их содержании до и после лечения (табл. 5.3.) Однако отмечается выраженные тенденции к росту абсолютного числа иммунокомпетентных клеток во всех  популяциях (CD3+, CD19+, CD4+, CD8+, CD16+). 

Таблица 5.3
Показатели клеточного звена иммунитета у пациентов 
с бронхиальной астмой и выделявших ДНК цитомегаловируса с мокротой 

до и после лечения

	показатели
к/мл*106
	ЦМВ+ (n=18)
	р
	ЦМВ -

n=65

	
	До лечения
	После лечения
	
	

	CD3+ 
	1903,7±181,2
	2170,1±134,6
	0,3622
	2936±161,6

	CD19+
	514,6±73,5
	556,8±42,9
	0,7067
	649,6±37,5

	CD4+
	1011,9±162,6
	1274,6±85,7
	0,2395
	1501±85,5

	CD8+
	616,4±28,1
	659,8±47,3
	0,3867
	1214±82,8

	CD16+
	252,5±26,9
	309,1±17,9
	0,1343
	695,8±56,4


Возможно, отсутствие достоверных различий связано с небольшим периодом, прошедшим от окончания терапии «иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител к цитомегаловирусу, до момента забора контрольной иммунограммы, который составил две недели. Клеточное звено является наиболее инертным в иммунной системе и требует более всего времени для формирования изменений, поскольку для того, что бы изменилось соотношение иммунокомпетентных клеток в периферической крови необходимо, чтобы предшественники этих клеток  прошли полный цикл дифференцировки в органах иммунной системы. 

Ниже будут приведены данные по другим звеньям иммунитета, где сходные тенденции уже сформировали достоверные изменения на фоне полученного лечения.

Согласно полученным данным абсолютное количество собственно Т-лимфоцитов после курса иммунотерапии увеличилось на 14% ( с 1903 до 2170 к/мл*106, однако осталось значительно более низким, чем у детей без персистенции возбудителя в слизистой оболочке бронхов (рис. 5.3).
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Рис.4.7. Показатели клеточного звена иммунной системы

 до и после лечения «иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител к цитомегаловирусу
Абсолютное количество В-лимфоцитов так же увеличилось, но лишь на 8% ( с 514,6 до 556,8 к/мл*106, что так же ниже, чем у больных не выделяющих ДНК вируса с мокротой. 

Более чем на четверть (26%) возросло количество Т-хелперов, но и этот показатель значительно ниже, чем у детей не выделяющих инфекта. 

Менее всего увеличилось абсолютное число Т-супрессоров, всего на 7%, но и оно демонстрирует тенденцию к росту, однако оставаясь значимо ниже, чем у пациентов без признаков персистенции вируса в органе мишени. 

Значительный рост (22%) демонстрирует и абсолютное количество натуральных киллеров. 

Именно этот показатель демонстрировал наибольшее различие в группах пациентов выделяющих ДНК цитомегаловируса с мокротой и без признаков персистенции возбудителя в бронхах. И он же демонстрирует почти наибольший рост на фоне терапии направленной на прекращение репликации возбудителя в слизистой оболочке бронхов.

В результате сравнения показателей гуморального звена иммунитета детей с бронхиальной астмой, выделявших ДНК цитомегаловируса, получавших терапию «иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител против цитомегаловируса, обследованных до и после лечения, был выявлен ряд разнонаправленных изменений этого звена иммунной системы (табл. 5.4)

Таблица 5.4
Показатели гуморального звена иммунитета до и после лечения
у пациентов с бронхиальной астмой, выделявших ДНК цитомегаловируса 
	Критерии г/л
	ЦМВ+ n=18
	Достоверность (р)
	ЦМВ-

n=65

	
	До лечения
	После лечения
	
	

	IgA
	3,18±0,31
	1,067±0,14
	0,000001
	1,63±0,2

	IgM
	1,93±0,25
	2,18±0,17
	0,5307
	2,16±0,3

	IgG
	13,8±1,8
	25,2±2,1
	0,000006
	14,2±1,9


Согласно полученным данным, уровень общих иммуноглобулинов класса А у пациентов, получавших лечение иммуноглобулином с высоким титром антител к цитомегаловирусу, после курса терапии достоверно (р=0,000001) снизился с 3,18 до 1,06 г/л, то есть в три раза. 

Этот показатель характеризует выработку иммуноглобулина, уровень которого нарастает при активной репликации возбудителей в слизистых оболочках различных органов, в том числе в слизистой оболочке бронхов. Его значимое падение говорит о снижении инфекционной нагрузки на слизистые оболочки органа-мишени. 

Тот факт, что у пациентов получавших иммунотерапию уровень IgA  этого показателя ниже чем у детей с бронхиальной астмой не выделявших ДНК цитомегаловируса в мокроте, возможно, связан с общим иммуномодулирующим воздействием иммуноглобулина человеческого, которое и привело к снижению инфекционной нагрузки на слизистых оболочках организма в целом. 

 [image: image37.png]CpegHan posa INKC (mkr/cyT)

@ o neyeHusa
Mocne neuenus
= LMB-




[image: image25.wmf] 


Рис.4.8 Показатели гуморального звена иммунной системы

до и после лечения «иммуноглобулином человека нормальным» 
с высоким титром антител к цитомегаловирусу

Достоверных изменений уровня общего иммуноглобулина М на фоне полученной иммунотерапии не отмечено (р=0,5307), до лечения их уровень составлял 1,93 г/л, после – 2,18 г/л. Однако и при сравнении детей с бронхиальной астмой выделяющих фрагменты ДНК с мокротой и пациентов без признаков персистенции возбудителя в слизистой оболочке бронхов достоверных различий по этому показателю не обнаруживалось, поэтому его значимые изменения и не предполагались. 

После получения курса терапии «иммуноглобулином человека нормальным» с подтвержденным высоким титром к цитомегаловирусу, отмечается достоверное (р=0,000006) увеличение уровня общего иммуноглобулина класса G почти в 1,8 раза – с 13,8 до 25,2 г/л. Это связанно с самим характером получаемой терапии, по сути заключавшейся в прямом введении иммуноглобулинов этого класса (рис 4.8). 

В ходе сравнения показателей функциональной активности нейтрофилов у детей, страдающих бронхиальной астмой и выделявших фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, исследованных до и после получения ими курса терапии «иммуноглобулином человека нормальным» с подтвержденным высоким титром антител к цитомегаловирусу, были выявлены значимые изменения (табл. 5.5). 

Таблица 5.5
Показатели фагоцитарного звена иммунитета до и после лечения 
«иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител 
к цитомегаловирусу 
	Критерии
	ЦМВ+ n=18
	Достоверность (р)
	ЦМВ-

n=65

	
	До лечения
	После лечения
	
	

	НСТ сп
	30,07±5,18
	30,01±3,6
	0,9911
	41,84±1,7

	НСТ ст
	33,35±3,9
	50,14±1,8
	0,0052
	55,43±2,9

	ФЧ сп
	8,06±0,42
	6,83±0,45
	0,1621
	4,17±1,0

	ФЧ ст
	6,27±0,27
	11,56±2,65
	0,0829
	9,13±1,4

	ФАН сп
	59,27±2,52
	41,16±3,01
	0,00004
	9,65±5,4

	ФАН ст
	55,22±5,03
	50,16±4,18
	0,0001
	10,0±5,5


Произошло некоторое снижение функционального напряжения фагоцитарного звена иммунной системы, которое было характерно для этих пациентов до лечения, в сравнении с больными без признаков персистенции цитомегаловируса в слизистой оболочке бронхов.

Согласно полученным данным, достоверных различий в показателях спонтанного НСТ теста не выявлено (р= 0,9911) – до и после лечения этот показатель был равен 30 усл.ед. При этом, значения стимулированного НСТ-теста достоверно (р=0,0052) возросли с 33,35 усл.ед. до 50,14 усл.ед., то есть функциональный резерв нейтрофилов возрос с 3,35 до 10,14 – более чем в три раза. 

Достоверных различий значений спонтанного (р=0,1621) и стимулированного (р=0,0829) фагоцитарного числа до и после лечения не выявлено. Однако спонтанное фагоцитарное число в процессе лечения снизилось с 8,06 до 6,83, при этом значение стимулированного фагоцитарного числа с 6,27 возросло до 11,56. 
Резерв фагоцитарного числа до лечения составлял отрицательную величину -1,79. Фагоциты парадоксально реагировали на стимуляцию снижением количества захваченных фрагментов латекса. После лечения резерв фагоцитарного числа составил 4,73. То есть, тенденция к росту резерва фагоцитарного числа очевидна. 
Спонтанная фагоцитарная активность нейтрофилов в процессе лечения снизилась с 59,27% до 41,16% (р=0,00004), что свидетельствует об уменьшении напряжения фагоцитарного звена иммунитета. 
Стимулированная фагоцитарная активность нейтрофилов так же была до лечения достоверно (р=0,0001) выше – 55,22%, чем после – 50,16%, что подтверждает снижение функционального напряжения фагоцитоза. Однако в связи с более выраженным падением спонтанной фагоцитарной активности нейтрофилов резерв фагоцитарной активности после курса терапии возрос с 4,05 до 9. 

Следовательно, после приема «иммуноглобулина человека нормального» с высоким титром антител к цитомегаловирусу, у детей, страдающих бронхиальной астмой, отмечается снижение функционального напряжения и рост резервов фагоцитарного звена иммунитета (рис. 4.9) 
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Рис.4.9 Показатели гуморального звена иммунной системы

до и после лечения «иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител к цитомегаловирусу 

Из вышеизложенных данных следует, что у больных, выделявших   фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, после лечения «иммуноглобулином человека нормальным» с высоким титром антител к цитомегаловирусу, отмечается некоторое улучшение параметров  всех звеньев иммунитета. Однако восстановления этих показателей до значений, характерных для  пациентов с бронхиальной астмой, не переносивших персистенции возбудителя в слизистой оболочке бронхов, в течение периода наблюдения не происходит.

Таким образом, при анализе эффективности комплексного лечения бронхиальной астмы, включающего «иммуноглобулин человека нормальный» с подтвержденным высоким титром антител к цитомегаловирусу, как препарат, целенаправленно прекращающий активную репликацию цитомегаловируса в бронхах у детей с персистенцией возбудителя в органе-мишени, отмечаются улучшения, как клинического состояния, что позволяет снизить объем базисной терапии при сохранении контроля над заболеванием, так и показателей иммунной системы. Это подтверждается клиническими наблюдениями, некоторые из которых приведены ниже.
Пример 1. Больная Б. 8 лет диагноз бронхиальная астма установлен в 4 года согласно критериев Национальной программы «Бронхиальная астма у детей, лечение ,диагностика и профилактика» - Бронхиальная астма тяжелого течения, неконтролируемая. Наличие атопии подтверждено высоким уровнем иммуноглобулина Е (954 мЕ) и положительными скарификационными пробами к клещу домашней пыли, шерсти кошки, библеотечной пыли. Степень тяжести на момент первой госпитализации – тяжелая, неконтролируемая, приступы обструкции средней тяжести ежедневно, тяжелые 3-5 раз в месяц, отмечается падение ОФВ1 до 67%, ПОС до 54%.   Была назначена базисная терапия комбинированным препаратом - ингаляционный глюкокортикостероид флутикозон в максимальной возрастной дозе 750 мкг/сут в сочетании с  β-адреноблокатором длительного действия сальмотеролом в дозе 50 мг/сут. Отмечался положительный, но недостаточный эффект, обструкция была купирована не полностью (приступы обструкции легкие 1-2 раза в неделю, снижение ОФВ1 до 78%, ПОС до 69%). В связи с этим терапия была дополнена назначением сингуляра в дозе 5мг/сут с положительным но так же недостаточным эффектом. Показатели внешнего дыхания нормализовались (ОФВ1-82%, ПОС до 87%), но полного контроля достигнуть не удалось (эквиваленты приступов 1-2 раза в месяц), поэтому объем базисной терапии оставался неизменным. 

В 2011 году было выявлено выделение ДНК цитомегаловируса с мокротой. Получаемая терапия дополнена введением иммуноглобулина человеческого титрованного по количеству антител к ЦМВ по схеме 1,5 мл внутримышечно через 2 дня на 3й — на курс 5 инъекций.
Показатели имунной системы от октября 2011 года до лечения:   CD3+ 2743, D19+ 585,
CD4+ 1518, CD8+ 865,
 CD16+317,  IgA 1,93, IgM 2,14, IgG 17,25, IgE 954, НСТ сп 22, НСТ ст 19,9, ФЧ сп 27,7,
ФЧ ст 90, ФАН сп 89, ФАН ст 76.

Показатели иммунограмы после лечения: CD3+ 2834, D19+ 662,
CD4+ 1639, CD8+ 941,
 CD16+517,  IgA 0,91, IgM 1,25, IgG 28,36, IgE 940, НСТ сп 15,3, НСТ ст 51,7, ФЧ сп 26,7, ФЧ ст 82,3, ФАН сп 38,1, ФАН ст 73,2.
После курса терапии был достигнут полный контроль над заболевание, удалось снизить дозу флутикозона в комбинированной терапии до 500 мкг/сут.


Пример 2. Больной И. 16 лет, диагноз бронхиальная астма установлен с 6 лет согласно критериев Национальной программы «Бронхиальная астма у детей, лечение ,диагностика и профилактика» - Бронхиальная астма тяжелого течения неконтролируемая. Наличие атопии подтверждено высоким уровнем иммуноглобулина Е (653 Ме) и положительными скарификационными пробами к клещу домашней пыли, библиотечной пыли, шерсти морской свинки. Степень тяжести на момент первой госпитализации – тяжелая, неконтролируемая, приступы средней тяжести ежедневно, тяжелые раз в месяц,  отмечается падение ОФВ1 до 66%, ПОС до 52%. Была назначена базисная терапия комбинированным препаратом ингаляционный глюкокортикостероид флутикозон в дозе 500 мкг/сут в сочетании с βадреноблокатором длительного действия сальмотеролом в дозе 100 мг/сут. с положительным эффектом. Обструкция купирована, показатели внешнего дыхания нормализовались (ОФВ1-86%, ПОС до 83%), был достигнут контроль заболевания. Однако при попытках снизить объем терапии до 375 мг/сут. по флутикозону неоднократно происходила утрата котнроля над БА в связи с чем объем базисной терапии оставался неизменным. 
В 2011 году было выявлено выделение ДНК цитомегаловируса с мокротой. Получаемая терапия дополнена введением иммуноглобулина человеческого титрованного по количеству антител к ЦМВ по схеме 1,5 мл внутримышечно через 2 дня на 3й — на курс 5 инъекций.
Показатели иммунограмы до лечения: CD3+ 2015, D19+ 546,
CD4+ 998, CD8+ 603,
 CD16+247,  IgA 2,91, IgM 2,18, IgG 14,25, IgE 768, НСТ сп 27, НСТ ст 29,1, ФЧ сп 7,7,
ФЧ ст 6,9, ФАН сп 58,1, ФАН ст 56.
Показатели иммунограмы после лечения: CD3+ 2134, D19+ 562,
CD4+ 1239, CD8+ 641,
 CD16+317,  IgA 0,92, IgM 2,25, IgG 27,31, IgE 740, НСТ сп 28,3, НСТ ст 51,7, ФЧ сп 6,7,
ФЧ ст 12,3, ФАН сп 38,1, ФАН ст 53,2.
 После курса иммуноглобулина было произведено поэтапное снижение объема базисной терапии, в настоящее время больной получает флутикозон в дозе 250 мкг/сут, в течении 3х месяцев контроль над БА – полный, степень тяжести – легкая персистирующая.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обобщая рассматриваемые в этой книге данные, следует отметить, что бронхиальная астма продолжает оставаться одним из заболеваний, требующих постоянного внимания врачей, как специалистов аллергологов-иммунологов, так и педиатров первичного звена здравоохранения. 

Это заболевание с одной стороны в течение ряда лет демонстрирует неуклонный рост его распространённости во всем мире, в первую очередь среди детей, а с другой - оказывает значимое и непрерывное влияние на пациента в течение всей его жизни. Более того, это одно из немногих заболеваний, требующих практически пожизненного лечения, но при этом демонстрирующих очевидное улучшение качества жизни и социальной адаптации на фоне такой терапии. При надлежащем контроле люди, страдающие бронхиальной астмой, практически не имеют ограничений в образе жизни.

В связи с этими особенностями бронхиальной астмы, она стала одним из первых заболеваний в педиатрии, для которого имеются общепризнанные, патогенетически обусловленные и апробированные по принципам доказательной медицины алгоритмы лечения. 

Это позволило добиться значительных успехов в терапии бронхиальной астмы, но эти же причины диктуют необходимость достижения наиболее полного контроля над заболеванием. Однако последующие успехи в его  достижении требуют все больших и больших усилий. Традиционные подходы, направленные на контроль атопического воспаления лежащего в основе бронхиальной астмы в настоящее время подходят к пределу своей эффективности. В связи с этим ученые во всем мире уделяют все большее внимание факторам, модифицирующим течение атопического воспаления при бронхиальной астме. К таким факторам относятся в первую очередь инфекции и в большей степени те из них, которые по самой своей природе модифицируют иммунный ответ организма – персистирующие и внутриклеточные инфекты. Именно они привлекают наибольшее внимание.

Цитомегаловирус, взаимодействию которого с бронхиальной астмой, посвящены наши исследования так же относится к иммуноконтролирующим инфекциям, поэтому мы надеемся что эта работа внесет свой скромный вклад в дальнейшее усовершенствование алгоритмов терапии бронхиальной астмы у детей. 
Анализ данных собственных исследований привел нас к следующим результатам. 
У больных с бронхиальной астмой отмечается частая встречаемость цитомегаловируса в бронхах, подтвержденная обнаружением ДНК в мокроте (39,8%), выявлением иммуноглобулинов класса М (3,6%) и G (52,8%) в сыворотке крови.

Выявлена совокупность анамнестических факторов, повышающих вероятность персистенции цитомегаловируса при бронхиальной астме, к которым относятся: более ранний возраст детей на момент диагностики бронхиальной астмы (6,62±0,47 и 8,71±0,54 лет), отягощенность индивидуального (81,4% и 63,07%), наследственного (74,42% и 49,23%) атопического анамнезов, ранний возраст (23,2±1,08 и 28,7±1,34 лет) и профессиональные вредности (100% и 67,69%) отца, осложнения течения беременности (100% и 80%), искусственное вскармливание (67,44% и 36,92%), проживание в сельской местности (79,06% и 44,61%).

У пациентов, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, отмечается более тяжелое течение бронхиальной астмы: в 2 раза чаще встречается тяжелая (20,93%) и среднетяжелая (65,11%) формы заболевания, в 4 раза реже легкое течение (13,95%); учащение приступов обструкции в 3,1 раза (4,7 в нед.), их утяжеление (в 5 раз реже эквиваленты приступов – 13,95%), в 4 раза чаще среднетяжелые приступы (55,81%), тяжелые (4,65%); снижение ОФВ1 до 73,1% (79,2%), ПОС до 71,1% (83,5%).  

У детей с бронхиальной астмой, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, для достижения контроля над заболеванием необходим бóльший объем базисной терапии (увеличение средней дозы глюкокортикостероидов до 378 мкг/сут. против 129 мкг/сут., более частое применение комбинированной терапии - в 86,04% против 47,69%).

У детей с бронхиальной астмой, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой, отмечено угнетение клеточного иммунитета (снижение абсолютного количества всех типов лимфоцитов: CD3+ до 2064, CD4+ до 1068, CD8+ до 759,6, CD19+ до 548,4; более выраженное для натуральных киллеров - CD16+ до 210,8), вызванное иммунологическим взаимодействием атопического процесса и персистенции вируса, ведущим к их взаимоусилению. Выявлена обратная корреляционная связь между выделенным ДНК ЦМВ в мокроте и абсолютным числом естественных киллеров.

У больных с бронхиальной астмой при выделении ДНК цитомегаловируса в мокроте выявлено изменение гуморального звена иммунитета (повышение общего IgA в 1,5 раза до 2,47 г/л), что косвенно свидетельствует о персистенции инфекта в слизистых оболочках, в том числе бронхов.

У пациентов, выделяющих фрагменты ДНК цитомегаловируса с мокротой под влиянием возбудителя, отмечается компенсаторные изменения фагоцитарного звена иммунитета в сравнении с больными без признаков персистенции инфекта (повышение спонтанного фагоцитарного числа в 2,1 раза (8,71), отсутствие достоверных различий в стимулированном числе, снижение резерва по фагоцитарному числу; резкое нарастание в 5,3 раза (до 51,3) фагоцитарной активности нейтрофилов) на фоне падения числа натуральных киллеров.

Оценка эффективности терапии «иммуноглобулином человека нормальным», с подтвержденным высоким титром антител к цитомегаловирусу, у детей с бронхиальной астмой, выделявших фрагменты ДНК цитомегаловируса, показала клиническое улучшение (рост доли лёгкой бронхиальной астмы с 11% до 50%, снижение средне-тяжёлой и тяжёлой формы с 67% до 40% и с 22% до 11% соответственно, средней дозы глюкокортикостероидов с 420 до 194 мкг/сут., доли больных с комбинированной терапией с 90% до 50%) и приближением иммунологических показателей к таковым у пациентов, не выделяющих цитомегаловирус с мокротой (увеличение числа Т-лимфоцитов с 1903 до 2170, натуральных киллеров с 252 до 309; снижение уровня IgA с 3,18 до 1 г/л, спонтанной функциональной активности нейтрофилов с 50 до 41 и рост её резерва).

приложение №1

Опросник для выявления групп риска 
по персистенции цитомегаловируса у детей 
с бронхиальной астмой
	ФИО:
	Возраст

	Диагноз:

	Фактор
	Наличие 

фактора
	Начисляемые

 баллы

	Возраст постановки диагноза БА до 5 лет
	
	1

	Сопутствующие аллергические заболевания
	
	2

	Наследственная отягощенность по атопии
	
	2

	Возраст отца до 25 лет
	
	1

	Профессиональная вредность отца
	
	1

	Искусственное вскармливание
	
	2

	Проживание на селе
	
	3

	Гестоз
	
	3

	Токсикоз
	
	3

	Угроза прерывания
	
	2

	ИТОГО
	
	


Менее 10 баллов – вероятность персистенции цитомегаловруса менее 50%.
Больной в специальном обследование в отношении цитомегаловируса не нуждается.

Более 10 баллов – вероятность персистенции цитомегаловруса более 50%.
Больной должен быть направлен на ПЦР диагностику мокроты для обнаружения ДНК цитомегаловируса, если у него не удаётся достичь контроля бронхиальной астмы или для его достижения требуются дозы препарата более высокие, чем предполагает наблюдаемая степень тяжести
Более 15 баллов – вероятность персистенции цитомегаловруса более 75%.
Больной должен быть обязательно обследован с целью выявления ДНК цитомегаловируса в мокроте методом ПЦР.

БОЛЬНОЙ, У КОТОРОГО ОБНАРУЖЕНО ВЫДЕЛЕНИЕ ФРАГМЕНТОВ ДНК 
ЦИТОМЕГАЛОВИРУСА В МОКРОТЕ ДОЛЖЕН БЫТЬ НАПРАВЛЕН 
ДЛЯ СПЕЦИФИЧЕСКОГО ЛЕЧЕНИЯ
Пример использования предлагаемого опросника для определения степени риска персистенции цитомегаловируса у больного с бронхиальной астмой.
 Больной О., 6 лет диагноз бронхиальная астма установлен согласно критериев Национальной программы «Бронхиальная астма у детей, лечение, диагностика и профилактика» наличие атопии подтверждено высоким уровнем иммуноглобулина Е (430 мЕ) и положительными скарификационными пробами к клещу домашней пыли, степень тяжести - средняя, неконтролируемая, на момент первого поступления приступы ежедневные, средней тяжести, ночные приступы приводящие к нарушению сна 1-2 раза в неделю, переносимост физической нагрузки снижена, одышка возникает при подъеме на один этаж, отмечается падение ОФВ1 до 67%, ПОС до 72%. 
Была назначена базисная терапия комбинированным препаратом (серетид) ингаляционный глюкокортикостероид - флутикозон в дозе 375 мкг/сут + β-адреноблокатор длительного действия - сальмотерол в дозе 75 мг/сут, с хорошим эффектом, на фоне лечения обструкция купирована. При попытках снизить объем терапии до 250 мкг/сут. по флутикозону и 50 мг/сут по сальмотеролу соответственно, неоднократно происходила утрата контроля над заболеванием, в связи с чем объем базисной терапии оставался неизменным. 

При сборе анамнеза выявлено, что больной проживает в с. Николаевка ЕАО, диагноз бронхиальной астмы установлен в 3 года, с младенчества страдает атопическим дерматитом, мать страдает рецидивирующей крапивницей, возраст отца на момент зачатия составлял 19 лет, мать во время беременности переносила токсикоз, отмечалась угроза прерывания беременности, ребенок с рождения находился на искусственном вскармливании.

Таким образом, при заполнении стандартного опросника для выявления риска персистенции цитомегаловируса у детей с бронхиальной астмой получен следующий результат.
	ФИО:
	Возраст

	Диагноз:

	Фактор
	Наличие 

фактора
	Начисляемые

 баллы

	Возраст постановки диагноза БА до 5 лет
	+
	1

	Сопутствующие аллергические заболевания
	+
	2

	Наследственная отягощенность по атопии
	+
	2

	Возраст отца до 25 лет
	+
	1

	Профессиональная вредность отца 
	+
	1

	Искусственное вскармливание
	+
	2

	Проживание на селе
	+
	3

	Гестоз
	-
	3

	Токсикоз
	+
	3

	Угроза прерывания
	+
	2

	ИТОГО
	
	17


То есть у данного больного риск выделения ДНК цитомегаловируса с мокротой более 75%. При проведении полимеразной цепной реакции в мокроте больного обнаружены фрагменты ДНК цитомегаловируса, терапия оптимизированна включением «иммуногллобулина человеческого нормального» с подтвержденным высоким титром антител к цитомегаловирусу. 
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