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ОбЩая характеристика работы

Актуальность проблемы. В своей практической деятельности врачи многих специальностей встречаются с заболеваниями, вызванными вирусами семейства Herpesviridae. В настоящее время известно 8 антигенных серотипов вируса герпеса: вирусы простого герпеса 1 и 2 типа (ВПГ-1 и ВПГ-2), ветряной оспы – опоясывающего герпеса, цитомегаловирус, вирус Эпштейн-Барр, вирусы герпеса человека 6, 7 и 8 типов (ВГЧ-6, 7, 8). Герпесвирусы (ГВ) широко распространены в человеческой популяции, они способны поражать практически все органы и системы организма хозяина, вызывая латентную, острую и хроническую формы инфекции (Софронова М.М., 2003; Серов В.Н., Сухих Г.Т, 2010). 

ВПГ-1 инфицировано 65-90% взрослого и детского населения планеты (Исаков В.А., Ермоленко Д.К., 2004). По данным ВОЗ, смертность, вызванная вирусами, обусловленная ВПГ, занимает второе место после гриппа. Считается, что на территории России и стран СНГ различными формами герпетической инфекции (ГИ) ежегодно инфицируется около 20 млн. чел. За 1994-2001 гг. заболеваемость генитальным герпесом (ГГ) в России увеличилась в 2,6 раз. Основная группа риска – женщины репродуктивного возраста (135,7 случая на 1000 тыс. населения) (Прилепская В.Н., Байрамова Г.Р., Ревазова Ф.С., 2010). Анализ ежегодной заболеваемости герпесвирусной инфекцией (ГВИ) в РФ показывает, что в Санкт-Петербурге у 15% населения (до 370 тыс. человек) имеются герпетические поражения кожи и слизистых, ГГ встречается у 6-10% взрослого населения (до 230 тыс. человек) (Козлова В.И., Пухнер А.Ф., 2003; Софронова М.М., 2003; Исаков В.А., Ермоленко Д.К., 2004; Ремезов А.П., Неверов В.А., 2004). По данным В.И. Козловой (1971, 2003), герпетическая генитальная инфекция (ГГИ) выявлена в 7% случаев у женщин, страдающих воспалительными заболеваниями гениталий, что составило 1/3 часть по отношению к общему числу больных с вирусными заболеваниями гениталий.

Генитальный герпес – одна из самых распространенных форм ГИ – занимает, по данным ВОЗ, 3-е место среди инфекций, передаваемых половым путем (ИППП), уступая по частоте лишь гонорее и негонококковым уретритам. В США ежегодно регистрируют 6-10 млн. случаев ГГ, из которых примерно 1/3 имеют тенденцию к латентному или рецидивирующему течению (Чеботкевич В.Н., Абдулкадыров К.М., 2002). В США 21-25% взрослого населения серопозитивны в отношении ВПГ-2 (Прилепская В.Н., Байрамова Г.Р., Ревазова Ф.С., 2010).

В связи с тем, что урогенитальные заболевания, обусловленные ГИ, имеют большой спектр клинических проявлений как по характеру, интенсивности (степени тяжести) патологического процесса, так и по локализации, исключительно важное значение приобретает лабораторная диагностика ГВИ. Лабораторная диагностика ГВИ основывается на изучении соскобов эпителия везикул и эрозий, окрашенных по Романовскому-Гимзе, гематоксилином и эозином с целью выявления гигантских клеток с внутриядерными включениями, типичными для этой инфекции. В то же время диагностическая ценность традиционных микробиологических методов у больных с рецидивирующим ГГ в межрецидивный период значительно снижена. 

Особое значение ГИ имеет во время беремености. Известно, что причиной невынашивания беременности (НБ) в 90% случаев является инфекция (Кравченко П.Б., 2011). По данным гистологических исследований последа и погибшего плода, причиной потери беременности часто является ВПГ. Основным патогенетическим звеном, приводящим к НБ, по мнению большинства авторов (Марченко Л.А., 1999), является ослабление специфического иммунитета и как следствие этого активизация репликационной активности ВПГ и генерализация инфекции с поражением плаценты и плода. Причиной снижения противогерпетического иммунитета при развитии беременности у женщин является активизация защитных механизмов, обеспечивающих сохранение беременности, что неминуемо ведет к ослаблению иммунитета матери. К сожалению, большинство клиницистов недостаточно представляют опасность снижения специфического иммунитета при беременности, что и приводит к плачевной статистке НБ у пациенток с ГИ в анамнезе. Одной из причин вышеуказанной ситуации, по-нашему мнению, является отсутствие адекватного алгоритма диагностики иммунодефицитного состояния связанного со снижением специфического противогерпетического иммунитета, хотя в настоящее время и существуют лабораторные технологии, позволяющие оценить состояние специфического иммунитета против ВПГ.

Второй возможной проблемой НБ при ГИ в анамнезе больных является отсутствие адекватной специфической иммунокоррекциии иммунодефицитного состояния, возникающего при ГГ. Общепринятой практикой повышения специфического иммунитета против ВПГ является назначение иммуностимуляторов или вакцинотерапия, но эти подходы не нашли широкого распространения в клинической практике из-за отсутствия схем их применения и предубеждения врачей, особенно при НБ. Вышеуказанное и определило цель нашей работы.

Цель исследования.

Определить значение методов лабораторной диагностики и обосновать подходы к специфической иммунотерапии рецидивирующей герпетической инфекции нижнего отдела гениталий у женщин с невынашиванием беременности. 

Задачи исследования:

1. Дать комплексную клинико-лабораторную оценку рецидивирующей герпетической инфекции (РГИ) нижнего отдела гениталий у женщин с НБ. 

2. Определить диагностическое значение лабораторно-иммунологических критериев верификации РГИ нижнего отдела гениталий у женщин с НБ. 

3. Разработать алгоритм клинико-лабораторного обследования больных с НБ, страдающих РГИ нижнего отдела гениталий.

4. Разработать и оценить эффективность метода специфической иммунотерапии в лечении больных с НБ, страдающих РГИ нижнего отдела гениталий. 

Основные положения, выносимые на защиту.

1.  При РГИ нижнего отдела гениталий у женщин с НБ отсутствуют достоверные изменения в основных  клинико-лабораторных показателях крови. 

2.  У женщин с НБ и РГИ нижнего отдела гениталий, титр специфических антител к ВПГ 1/2 типа достоверно снижен при нормальных значениях основных иммунологических показателей.

3.  Включение в алгоритм диагностики РГИ нижнего отдела гениталий у женщин с НБ определение титра специфических противогерпетических антител классов Ig M и Ig G позволяет обосновать необходимость проведения специфической иммунотерапии. 

4. В комплексном лечении больных с НБ, страдающих РГИ нижнего отдела гениталий, при достоверно сниженном титре специфических антител к ВПГ 1/2 типа эффективно применение специфической иммунотерапии вакциной Герповакс. 

Научная новизна исследования.

1. В результате комплексного клинико-лабораторного обследования женщин с НБ впервые определены особенности клинического течения РГИ нижнего отдела гениталий.

2. Впервые проведена сравнительная оценка информативности методов лабораторной диагностики РГИ нижнего отдела гениталий при НБ. 

3. Получены новые научные данные о значении факторов врожденного иммунитета в патогенезе НБ у больных с часто рецидивирующими формами ГГ.

4. Разработаны новые подходы к специфической иммунотерапии больных при НБ с рецидивирующей герпесвирусной инфекцией (РГВИ) нижнего отдела гениталий.

Практическая значимость результатов работы.

1. Разработан и апробирован метод клинико-лабораторной диагностики РГВИ нижнего отдела гениталий у женщин с НБ.

2. Проведенные исследования позволили сформулировать алгоритм иммунотерапии пациенток с НБ, страдающих РГВИ нижнего отдела гениталий.

3. На основании полученных данных определены показания к применению  специфической иммунотерапии больных с РГВИ нижнего отдела гениталий для коррекции НБ.

Внедрение результатов исследования.

Результаты, полученные при выполнении работы, используются в учебной и лечебно-диагностической деятельности кафедры клинической биохимии и лабораторной диагностики, инфекционных болезней, кожных и венерических болезней Военно-медицинской академии, а также отделения оперативной гинекологии ФГБУ НИИ акушерства и гинекологии им. Д.О. Отта СЗО РАМН; в практической деятельности гинекологического отделения ФГБУЗ «Клиническая больница №122 им. Л.Г. Соколова ФМБА России», МУЗ «Родильный дом» и женской консультации № 31 г. Ессентуки.

Личный вклад автора.

Автором разработана рабочая гипотеза о возможном влиянии РГВИ на факторы врождённого иммунитета пациенток с НБ. Проведен выбор адекватных современных методик обследования. Клиническое обследование 110 женщин, иммунотерапия 68 пациенток с РГВИ нижнего отдела гениталий, а также статистическая обработка и анализ полученных результатов проводились автором самостоятельно. Доля участия автора в накоплении научной информации более 80%, а в обобщении и анализе полученных результатов – до 100%.

Апробация работы.

Материалы диссертационного исследования доложены и обсуждены на Российской научно-практической конференции «Узловые вопросы борьбы с инфекцией» (С.-Петербург, 2004); на научно-практической конференции «Актуальные вопросы неотложной медицинской помощи гинекологическим больным» (Москва, 2004); на IV съезде акушеров-гинекологов России (Москва, 2008); на Всероссийском научном форуме «Мать и дитя» и IV съезде акушеров-гинекологов России (Москва, 2008); межрегиональной научно-практической конференции «Современные аспекты этиопагенеза и лечения заболеваний шейки матки» (Иркутск, 2008); на научно-практической конференции с международным участием «Клиническая иммунология, иммуногенетика – междисциплинарные проблемы» (Ташкент, 2010); на 5-м международном научном конгрессе «Оперативная гинекология – новые технологии» (С.-Петербург, 2011).

Публикации по теме диссертации.

По теме диссертации опубликовано 5 статей в ведущих научных журналах России, 8 тезисов в отечественных и зарубежных изданиях. 

Объем работы и ее структура.

Диссертация изложена на 128 страницах машинописного текста, иллюстративный материал включает 20 таблиц. Работа состоит из введения, 4 глав (1 глава обзорного характера, 3 главы собственных исследований), обсуждения полученных результатов, выводов, практических рекомендаций. Библиографический указатель литературы содержит 113 современных источников отечественных и 74 – зарубежных авторов.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Материал и методы исследования 

С 2004 по 2010 гг. проведено комплексное клинико-лабораторное обследование 110 женщин, направленных с предварительным диагнозом генитального герпеса (ГГ) из женских консультаций, кожно-венерологических диспансеров и гинекологических стационаров. Возраст пациенток варьировал от 17 до 42 лет, средний возраст составил 28,4 ± 0,4 лет. Контрольную группу составили 38 женщин, которые были обследованы в связи с предстоящим медицинским абортом при сроках беременности до 12 недель.

Все пациентки обследованы в соответствии с разработанным нами алгоритмом, позволяющим оценить состояние нижнего отдела гениталий, внутренних половых органов, включая оценку влагалищного биоценоза, а также общий соматический и акушерско-гинекологический статус. Клиническое обследование пациенток с ГГ или подозрением на него включало выяснение анамнеза заболевания, эпидемиологических данных, клинический осмотр с изучением проявлений ГВИ (причины рецидива, частота рецидива и продолжительность межрецидивного периода, время появления болевого синдрома, синдрома сыпи, общеинфекционного синдрома, выяснение причин, способствовавших реактивации латентной ГВИ, длительность клинических проявлений во время рецидива), сопутствующей патологии, оценку тяжести основного заболевания по стадиям и выраженности клинических проявлений. Выявляли также частоту осложнений и сроки их проявления. 

Наряду с общепринятым клиническим обследованием обязательно проводилась расширенная кольпоцервикоскопия. Диагноз ГГ устанавливался на основании клинических данных: жалоб пациентки, сбора анамнеза, гинекологического осмотра, а также локализации и характера высыпаний, стадии процесса и лабораторных методов исследования. 

Лабораторное обследование включало общеклинические, биохимические, серологические, иммунологические, цитологические и молекулярно-биологические исследования. Общеклинический анализ крови проводился по общепринятой методике и включал определение эритроцитов, гемоглобина, тромбоцитов, лейкоцитов, лимфоцитов и СОЭ. Биохимическое исследование крови проводилось на биохимическом аппарате «Хитачи 917». Определялись в сыворотке крови следующие показатели: содержание глюкозы, холестерина, триглицеридов, мочевины, креатинина, общего белка; активность АСТ, АЛТ, ЩФ; количество ионов К, Nа, Cl. Всем пациенткам была произведена реакция Вассермана и исследование на вирус иммунодефицита человека.

Как ориентировочный метод диагностики ВПГ-инфекции была использована световая микроскопия. Материалом для цитологического исследования у обследованных пациенток служили содержимое везикул, соскобы с эрозированных поверхностей, материал из шейки матки.  Полученный результат подтверждали методом прямой иммунофлюоресценции и ПЦР. 

Оценку состояния иммунной системы проводили с помощью проточного цитофлюориметра CyFlow SL с использованием моноклональных антител к дифференцировочным антигенам CD3+, CD4+, CD8+, CD16+ CD21+, CD25+. Фагоцитарную активность клеток крови определяли по НСТ тесту по методике К.А. Лебедева и И.Ю. Понякиной и ЛКТ по методу В.Е. Пигаревского (1979), а также по фагоцитарному показателю (ФП), фагоцитарному числу (ФЧ), интегральному фагоцитарному индексу. О фагоцитарной активности нейтрофилов судили по ФЧ – количеству захваченных частиц на один фагоцитирующий нейтрофил – и по ФП – проценту нейтрофилов, участвующих в фагоцитозе. В качестве антигенов использовали стандартные частицы латекса. Интегральный фагоцитарный индекс рассчитывается по формуле: ИФИ+(ФП х ФЧ) : 100, где ИФИ – интегральный фагоцитирующий индекс, ФП – фагоцитирующий показатель, ФЧ – фагоцитарное число. Для оценки степени вовлечения гуморального звена иммунитета у больных также проводилось определение циркулирующих иммунных комплексов методом преципитации в полиэтиленгликоле, разработанным Ю.А. Гриневич и A.M. Алферовым (1981) в модификации П.В. Барановского и B.C. Данилишиной (1983). Полученные результаты были выражены в условных единицах оптической плотности. Определение специфических противогерпетических антител проводили с помощью иммунохемиолюменисцентной методики на анализаторе «Лиазон» (Италия) с использованием тест-систем вышеуказанной фирмы. Использованная в работе современная иммунохимическая технология определения содержания в сыворотке крови больных противогерпетических антител класса М и G позволила рассчитывать результаты в единицах индекса экстинции (ИЭ), а не в титрах, как это делалось ранее. При этом сегмент определения менее 0,9 ИЭ признавался отрицательным, т.е. имел низкую концентрацию антител в сыворотке крови, сегмент 0,9-1,1 ИЭ средне слабоположительным, т.е. имел среднее количество антител, а свыше 1,1 ИЭ – высокое содержание противогерпетических антител. 

Полученные результаты обрабатывались статистически с помощью адаптированных под поставленные задачи пакетов программ Microsoft Excel (1997), Quattro Pro (Ver.4.0), SuperCalc (Ver 4.0) и прикладной статистической программы Statgraphics (Ver3.0), ориентированных на анализ биомедицинских данных. На этапе первичной статистической обработки данных для контроля качества исходной информации применен однофакторный дисперсионный анализ, который позволил выделить показатели, статистически достоверно отличающиеся от контроля (p < 0,05) по F-критерию Фишера и p-критерию Стьюдента. 

Результаты исследования и их обсуждение

На рубеже XX и XXI столетий в мире отмечено значительное увеличение частоты заболеваний, связанных с вирусной инфекцией. Согласно прогнозам ВОЗ, эти заболевания в последующие годы окажутся еще более значимыми в патологии человека. С этой точки зрения не являются исключением и воспалительные заболевания женских половых органов, где вирусная инфекция является или самостоятельным патогенном, или сочетается с другими возбудителями. Особенное значение ГВИ приобретает у беременных, являясь одной из причин НБ. 

Для своевременного выявления ВПГ в гениталиях у женщин с НБ нами разработан алгоритм обследования пациенток с момента их первичного обращения. Алгоритм включает тщательный сбор анамнеза с особым вниманием на эпидемиологические данные (начало половой жизни, вредные привычки, промискуитет, сведения о половых партнерах, методы контрацепции и др.), соматический анамнез с особым вниманием к перенесенным гнойно-септическим и вирусным заболеваниям, гинекологический анамнез также с особым вниманием к воспалительным заболеваниям и, наконец, акушерский анамнез с всесторонней оценкой репродуктивной функции женщины. 

Результаты проведенных исследований показали, что клиническое течение ГГ у женщин с НБ в анамнезе различно. Так у 14,5% пациенток наблюдались частые рецидивы (до 12 в год) генитального герпеса (ЧРГГ), которые характеризовались как местными симптомами (множественные высыпания на наружных половых органах с образованием пузырьков и последующим переходом в эрозии, отек, гиперемия, болевой синдром, зуд, жжение), так и общим интоксикационным синдромом. У 65,5% пациенток рецидивы генитального герпеса были редкими (до трех в год) (РРГГ). Клиническое течение не сопровождалось очень выраженными местными и общими симптомами. У части больных (20%) по существу была выявлена латентная инфекция (ЛГ). У них отсутствовали рецидивы воспалительного процесса в виде кожных высыпаний, и ГВИ обнаруживали только при лабораторном исследовании. Это дало нам основание разделить группы обследованных женщин на подгруппы пациенток с ЧРГГ, у которых частота рецидивов составляла от четырех до 12 в год, больных с РРГГ, у которых частота рецидивов была до трех раз в год, и пациенток с латентным генитальным герпесом (ЛГГ).

При разных формах ГГ отмечена разная частота его сочетания с различными микробными ассоциациями (табл. 1). ГГ в виде моноинфекции выявлен у 14,5 ± 3,4% больных. При ЧРГГ моноинфекция диагностирована наиболее часто – в 31,2 ± 11,6% случаев, при РРГГ – в 12,5 ± 3,9%, несколько реже при ЛГГ – в 9,1 ± 6,1% случаев. В подгруппе сравнения монокандидозная инфекция влагалища выявлена в 18,4 ± 6,3%, бактериальный вагиноз диагностирован в 2,6 ± 2,6%. При ЧРГГ сопутствующая патогенная и условно-патогенная микрофлора (за исключением венерических заболеваний) была диагностирована, как правило, реже по сравнению с подгруппами 2, 3, и 4 (табл. 1). 

Таблица 1

Частота ИППП и дисбиозов влагалища у пациенток различных клинических групп с герпетической инфекцией и при ее отсутствии

	ИППП и дисбиозы влагалища
	Генитальный герпес (n = 110): 

ЧРГГ+РРГГ+ЛГИ, 

абс (М ± m%)
	Отсутствие герпетической инфекции

(n = 38),

абс (М ± m%)

	
	Редицивирующие формы генитального герпеса 

(n = 88) ЧРГГ+РРГГ,

абс (М ± m%)
	Латентно протекающий генитальный герпес (n = 22),

абс (М ± m%)
	

	
	ЧРГГ 

(n = 16),

абс (М ± m%)
	РРГГ (n = 72),

абс (М ± m%)
	
	

	Сифилис + гонорея
	17 (15,5 ± 3,5 %)
	4 (10,5 ± 5,0%)

	
	13 (14,8 ± 3,8 %)
	4 (18,2 ± 8,2%)
	

	
	4 (25,0 ± 10,8%)
	9 (12,5 ± 3,9%)
	
	

	Хламидиоз + трихомониаз
	71 (64,5 ± 4,6%)
	4 (10,5 ± 5,0%)

	
	55 (62,5 ± 5,2% )
	16 (72,7 ± 9,5%)
	

	
	9 (56,3 ± 12,4%)
	46 (63,9 ± 5,7%)
	
	

	Микоплазмоз + бактериальный

вагиноз + генитальный

кандидоз
	82 (74,5 ± 4,2%)
	5 (13,1±1,0%)

	
	60 (68,2 ± 5,3%)
	22 (100,0%)
	

	
	13 (81,3 ± 9,7%)
	47 (65,3 ± 5,6%)
	
	


Также в ходе обследования пациенток с НБ и ГГ установлено, что венерические заболевания (сифилис и гонорея) в анамнезе у пациенток с НБ чаще встречались при ГГ (15,5 ± 3,5%), чем в группе сравнения (10,5 ± 4,9%). Сифилис и гонорея наиболее часто были в анамнезе у пациенток с ЧРГГ (25,0 ± 10,8%), что совпало с моментом инфицирования вирусом. ГВИ гениталий у женщин с НБ сопутствовала высокая частота гинекологической патологии и особенно – эндоцервицитов и сальпингоофоритов. Цервицит отмечен у 62,7 ± 4,6% больных, сальпингоофорит – у 37,3 ± 4,6% пациенток. Также среди обследованных женщин отмечен высокий процент перинатальных потерь в анамнезе. При разных формах герпеса отмечена высокая частота самопроизвольных абортов (85,4 ± 3,4%), преждевременных родов (4,5 ± 2,0%), привычного НБ (14,5 ± 3,4), а также первичного (9,1 ± 0,9%) и вторичного бесплодия (12,7 ± 3,2%). 

При проведении общеклинического исследования обследованных больных с ГГ и НБ в анамнезе количественные изменения показателей крови не выходили за пределы референтного интервала. Но, вместе с тем, следует отметить некоторые тенденции, выявленные при сравнении показателей у женщин c ГИ нижнего отдела гениталий и группы контроля. Наиболее выраженные изменения наблюдались у больных в крови при количественном и процентном подсчёте лимфоцитов и моноцитов в общеклиническом исследовании, в обоих случаях они были повышены у больных ГВИ. Вышеуказанные изменения, по нашему мнению, были связаны с реакцией иммунной системы организма на инфекцию, но никак не с генезом НБ. 

Состояние иммунной системы обследованных женщин оценивали по факторам врожденного и приобретенного иммунитета. При проведении анализа полученных данных были установлены недостоверные изменения в содержании СD3+ СD4+ и СD8+ лимфоцитов. В группе пациенток с НБ эти показатели снижались в среднем в 1,2 раза по сравнению с контрольной группой (табл. 2).

То же можно сказать и о содержании в сыворотке крови ИЛ-2, который был снижен в группе пациенток с ВПЧ в 1,5 раза по сравнению с контрольной группой. По-другому изменялись лимфоциты с фенотипом СD25+. Эта группа клеток снижалась в 1,3 раза по сравнению с контрольной группой. Кроме того, отмечены изменения содержания в сыворотке крови иммуноглобулинов класса G. В группе пациенток с ВПЧ он был увеличен в 1,33 раза. Наряду с показателями приобретенного иммунитета в работе изучены маркеры врожденного иммунитета. Установлено, что процент клеток, участвующих в фагоцитозе, существенно не отличается в контрольной и исследуемой группах. При этом выявлено, что у пациенток с НБ отмечается некоторое увеличение ФЧ и снижение фагоцитарного индекса по сравнению с контрольной группой. В то же время обнаружено достоверное повышение показателей активности кислородзависимой биоцидности лейкоцитов как в спонтанном, так и в индуцированном тесте НСТ по сравнению с контрольной группой. 

Высокие значения индуцированного теста НСТ сопровождались наличием несколько большего числа высокоактивных клеток – клеток, способных восстанавливать нитросиний тетразолий и поглощать частицы латекса.

Таблица 2 

Характеристика состояния иммунной системы у пациенток с НБ и рецидивирующей герпетической инфекцией нижнего отдела гениталий

	Показатели
	Пациентки с НБ и ВПГ

(n=18)
	Здоровые 
(n=30)

	
	
	

	Лейкоциты, 109/л
	5,5 ± 0,3
	5,4 ± 0,3

	Лимфоциты, %
	43,6 ± 4,5***
	29,6 ± 1,0

	Лимфоциты, 109/л
	2,3 ± 0,2
	1,90 ± 0,1

	CD3+, %
	44,7 ± 13,1
	53,7 ±  4,6

	CD4+, %
	30,0 ± 2,5
	36,6 ± 4.1

	CD8+, %
	13,2 ± 2,4
	15,3 ± 1,6

	CD25+, %
	15,3 ± 0,6
	19,9 ± 2,0

	ИЛ-1, пг/мл
	6,3 ± 2,2
	5,9 ± 2,7

	ИЛ-2, ед/мл
	12,0 ± 2,2
	18,3 ± 2,1

	CD19+ (В-лимфоциты), %
	11,9 ±  1,9
	10,0 ± 1,4

	IgM, г/л
	1,2 ± 0,11
	1,09 ± 0,1

	IgA, г/л
	2,2 ± 0,3
	1,88 ± 0,2

	IgG, г/л
	16,9 ± 0,9*
	12,7 ± 0,9

	ЦИК, усл.ед.
	85,9 ± 3,9
	80,4 ± 5,0


* - р<0.05; ** - р<0.01;  ** * - р<0.001

Активное восстановление лейкоцитами нитросинего тетразолия (спонтанный тест) и увеличение числа высокоактивных клеток (индуцированный тест НСТ) свидетельствует, по нашему мнению, об усилении окислительно-восстановительного процесса в клетках при ГВИ. Важными факторами клеточной составляющей врожденного иммунитета, наряду с представленными выше показателями, являются катионные белки НГ, характеризующие кислороднезависимую биоцидность. Нами установлено, что существенных изменений в показателях лизосомально-катионного теста в группе пациенток с ВПЧ и контрольной группе не наблюдалось. Тем не менее, высокий уровень в сыворотке крови МПО на протяжении всего цикла болезни может свидетельствовать о постоянной напряженной секреции НГ, обеспечиваемой за счет ускорения циркуляции НГ и более быстрого обновления пула этих клеток в крови. Показатели НСТ-теста и фагоцитоза НГ дополнительно свидетельствуют об активном вовлечении в патологический процесс НГ, что сопровождается истощением функции этих клеток.

Лактоферрин играет важную роль в межклеточной кооперации фагоцитирующих клеток и является маркером специфических гранул НГ. У наших пациенток мы обнаружили значительное повышение уровня лактоферрина, более чем в 2 раза. Это может сопровождаться повышением функциональной активности НГ с последующей активацией клеток системы мононуклеарных фагоцитов, осуществляющих элиминацию возбудителя. Тем не менее, мы наблюдали у пациенток с ГИ небольшое повышение уровня ЦИК, что, возможно, говорит о несостоятельности фагоцитарных клеток. Такая реакция, по нашему мнению, связана с тем фактом, что ВПГ имеет тропизм к этим клеткам и может повреждать их. Таким образом, у пациенток с ГВИ наблюдается несостоятельность фагоцитоза, которая, по нашему мнению, может являться промежуточным состоянием перед следующим циклом заболевания.

Известно, что фагоцитоз сопровождается образованием активных форм кислорода (АФК), генерируемых нейтрофилами в значительных количествах. Образование АФК является важным моментом, обеспечивающим фагоцитарную активность нейтрофилов, эозинофилов, моноцитов. Однако чрезмерно высокие концентрации АФК оказывают дестабилизирующее действие на клеточные мембраны, инициируют процессы перекисного окисления липидов, могут быть причиной угнетения фагоцитарной активности клеток.

Важную роль в регуляции продукции АФК играют металлы переменной валентности (железо и медь), входящие в трансферрин (ТФ) и церулоплазмин (ЦП). В сыворотках крови пациенток с ГГ, приводящим к НБ, отмечалось снижение концентрации ЦП, однако уровень его оставался достоверно выше, чем у здоровых лиц. Это, по нашему мнению, свидетельствует о напряжении системы антиоксидантной защиты при ГВИ, что, вероятно, обусловлено необходимостью инактивации повышенных концентраций АФК. Изменений со стороны ТФ у наших пациенток не отмечалось.

Обобщая материал, полученный при изучении состояния иммунной системы при развитии РГВИ, можно отметить, что, по нашему мнению, имеющиеся изменения со стороны как специфического, так и эффекторного иммунитета, как правило, носят адаптивный и компенсаторный характер и могут встречаться и при других инфекциях, а следовательно, не могут характеризовать специфические механизмы формирования патологии у женщин с хронической ГИ нижнего отдела гениталий.

В связи с вышеизложенным мы предположили, что НБ может быть связано с недостаточностью специфического гуморального иммунитета и, как следствие, поражением ВПГ организма матери и плода на ранних стадиях развития. Для этого провели анализ специфических иммуноглобулинов класса М и G против ВПГ 1/2 типа у пациенток с НБ на фоне хронической ГИ. В результате проведенных исследований установлено, что специфические противогерпетические антитела класса G в группе пациенток с НБ были снижены в сравнении с контрольной группы в 1,5 раз (табл. 3).

При этом отмечалось недостоверное повышение в сыворотке крови содержания антител класса М. Кроме определения содержания в сыворотке крови специфических антител, в нашей работе мы проанализировали распределение по ИЭ Ig G пациенток с ГВИ и в контрольной группе.

Таблица 3 

Содержание антител к ВПГ 1/2 типа у пациенток с НБ и герпесвирусной инфекцией (индекс экстинции)
	Класс противогерпесных антител
	Контрольная группа 

(n = 30)
	Пациентки с ГВИ

(n = 18)

	Ig M
	0,85 ± 0,09
	0,99 ± 0,88

	Ig G
	1,35 ± 0,12
	0,91 ± 0,1*


* - р<0.05; 

Выяснилось, что в контрольной группе процент пациенток с низким индексом экстинции составлял 9,1%, в то время как в группе с НБ 37,4% (табл. 4).

Таблица 4

Распределение по индексу экстинции Ig G пациенток с НБ и герпесвирусной

инфекцией (%)

	Индекс экстинции IgG противогерпесных антител
	Контрольная группа

(n = 30)
	Пациентки с ГВИ и НБ

(n = 18)

	Менее 0,9
	9,1 %
	37,4 %*

	0,9-1,1
	67,4 %
	56,7 %

	Свыше 1,1
	23,4 %
	9,2 %*


* - p < 0,05

Таким образом, группы между собой по этому показателю отличались в 4,1 раза. В сегменте пациенток с интервалом индекса экстинции 0,9-1,1 разница между контрольной группой и больными была недостоверной, хотя процент пациенток в конрольной группе был равен 67,4%, а в группе с невынашиванием 56,7%, что в 1,2 раза меньше. Имелись различия в сегменте пациенток с высоким индексом экстинции. Здесь разница между группой пациенток с невынашиванием и контрольной группой равнялась 3,8 раза и в группе с ГВИ этот показатель составлял 9,2% против 23,4% в контроле, т.е. в контрольной группе пациенток с высоким индексом экстинции было статистически достоверно больше. Таким образом, в группе пациенток с НБ на фоне ГВИ количество лиц с низкими показателями специфических иммуноглобулинов было достоверно ниже чем в контрольной группе женщин, не страдающих НБ. 

Для подтверждения нашего предположения о несостоятельности специфического иммунитета мы, кроме исследования специфических противогерпетических антител класса М и G в сыворотке крови, изучили у пациенток с НБ на фоне ГИ реакции клеток крови на различные концентрации антигена вакцины против ВПГ 1/2 типа в РТМЛ. Суть предложенной нами методики заключается в том, что цельная гепаринизированная кровь смешивалась с различными разведениями противогерпетической вакцины «Герповакс» производства НПО «Институт вакцин и сывороток» (г. Санкт-Петербург) в концентрации 20 мкг/мл и 40 мкг/мл и набиралась в капилляр до установленной отметки. В результате проведенного исследования выявлены существенные различия по этому показателю между контрольной группой и пациентами с ГВИ. Так у пациенток с НБ этот показатель при концентрации антигена вакцины 20 мкг/мл составил 185,1 ± 8,9% , что в 1,8 раза больше, чем в контроле. Такие же изменения отмечены и при концентрации антигена вакцины 40 мкг/мл. Показатель РТМЛ в этом случае равнялся 194,3 ± 9,1%, что превышало уровень контроля в 1,87 раза. Полученные данные указывают на то, что у пациенток с НБ на фоне ГИ отмечается сниженная реакция клеток крови на действие антигена вакцины против ВПГ 1/2 типа в РТМЛ. Вышеуказанные изменения, по нашему мнению, подтверждают наше предположение о несостоятельности противогерпетического иммунитета в группе пациенток с НБ на фоне ГВИ.

Подводя итоги изучения специфического иммунитета у пациенток с НБ на фоне хронической ГИ, возможно признать, что данная категория больных имеет снижение специфического иммунитета к возбудителю ВПГ 1/2 типа. На данное обстоятельство указывает :

- снижение титра специфических антител класса G;

- высокий процент в данной категории больных с низкими показателями специфического иммунитета;

- слабая реакция клеток крови на действие антигена вакцины против ВПГ 1/2 типа в РТМЛ.

Лечение пациенток с НБ, причиной которой является ГВИ, представляет определенные трудности, которые связаны с частотой рецидивов ВПГ, влиянием противовирусных препаратов на плод, фоновой патологией, включая состояние местного и общего иммунитета, наличием высокоэффективных противогерпетических препаратов и их доступностью для пациентов. Предлагаемая нами в работе система лечения пациенток с НБ, причиной которой является ГВИ, включает в себя применение этиотропных и иммунокоррегирующих препаратов на стадии планирования беременности с последующим лабораторным контролем полученных клинических эффектов в процессе протекания беременности. 

Эффективное лечение ГИ, в том числе при планировании беременности, должно, по нашему мнению, состоять из двух этапов. На первом этапе применяются противовирусные препараты, позволяющие значительно снизить вирусную нагрузку на организм, а на втором – иммунобиологические (вакцины) препараты, формирующие противогерпетический иммунитет. Для женщин, особенно имеющих неблагоприятный анамнез по вынашиванию беременности на фоне ГВИ, данную схему следует применять в период планирования беременности. Иными словами, одно из важных мест в лечении и профилактике рецидивов ГГ принадлежит вакцинации (Пастушенков В.Л. и соавт., 2010). С этой целью могут быть использованы инактивированные, живые или рекомбинантные герпетические вакцины. В настоящее время для лечения ГГ, как правило, используются инактивированные вакцины. Цель вакцинации – активация специфического иммунного ответа организма. В связи с этим очевидно, что этиологическое лечение ГВИ в период планирования беременности должно быть дополнено коррекцией специфического иммунитета для создания благоприятных условий для протекания процесса гестации. В настоящее время одним из препаратов выбора для этиологического лечения острых и рецидивных форм ГГ является ацикловир – нуклеозидный аналог гуанина (9-2-гидроксиэтоксиметилгуанин). В качестве местной терапии могут быть использованы также теброфен в виде 2% или 3% мази, бонафтон (0,25-0,5% мазь), интерфероновая мазь и др. 

Терапевтическая активность ацикловира и теброфена оценена нами у 44 пациенток в острой фазе заболевания. Пациентки были в возрасте от 18 до 35 лет с продолжительностью заболевания от двух до пяти лет, с частотой рецидивов от четырех до восьми в год и планирующие беременность. Ацикловир назначался по 200 мг 5 раз в день в течение 5-10 дней с учетом клинических проявлений. В эту клиническую подгруппу вошло 15 женщин с НБ с частотой рецидива ГГ 6-8 раз в год. Вторая клиническая подгруппа получала местную терапию ацикловиром в виде 5% крема, который наносился на зону поражения 4-5 раз в сутки. Данную подгруппу составили 18 пациенток с частотой рецидивов 5-7 раз в год. Третья клиническая подгруппа использовала 2% мазь Теброфен, в нее вошли 11 женщин с 4-5 рецидивами ГГ в год. 

Оценка эффективности лечения при наблюдении в динамике проводилась на основании анализа сроков везикуляции, времени эпителизации элементов сыпи, уменьшения площади поражения, а также уменьшения или исчезновения симптомов интоксикации и числа рецидивов в год (табл. 5). Согласно полученным данным, оптимальным вариантом лечения является прием ацикловира per os в дозе 200 мг 5 раз в день в течение 5-7 дней. Причем, чем раньше было начато лечение, тем быстрее исчезали симптомы интоксикации, тем короче была продолжительность везикулярной стадии и периода эпителизации. При начале приема ацикловира в продромальный период у 16 пациенток отсутствовала стадия эрозии, произошло «подсыхание» возникших везикул. Симптомы интоксикации были менее выраженными, их продолжительность сократилась более, чем в два раза. Ни в одном случае не было отмечено присоединения бактериальной инфекции. Переносимость препарата в целом была хорошей. Две пациентки (13,3 ± 8,8%) отмечали умеренную тошноту. Рвоты не было. Частота рецидивов в первой подгруппе снизилась на фоне регулярного приема ацикловира в 1,7 раза. У трех пациенток из 15 (20,0 ± 10,3%) терапия ацикловиром была безрезультатной: частота и тяжесть рецидивов осталась прежними.

Таблица 5

Клиническая эффективность противогерпетических препаратов в острой фазе заболевания у обследованных женщин

	
	Подгруппа I 

(ацикловир 1г/сут) 

n = 25
	Подгруппа II (ацикловир 5 % крем) n = 26
	Подгруппа III (теброфен 2 % мазь)    n = 21

	
	До лечения
	После лечения
	До лечения
	После лечения
	До лечения
	После лечения

	Среднее число рецидивов в год
	7,0 ± 1,1
	4,3 ± 2,0
	5,9 ± 2,9
	5,4 ± 3,3
	4,4 ± 3,9
	4,3 ± 2,1

	Продолжительность везикулярной стадии, дни
	2,4 ± 0,9
	1,3 ± 0,2*
	2,3 ± 0,8
	1,5 ± 0,3*
	2,7 ± 1,4
	2,7 ± 1,3

	Длительность эпителизации, 

дни
	16,4 ± 2,2
	8,7 ± 1,0
	16,9 ± 2,2
	9,3 ± 0,9
	14,7 ± 1,9
	13,7 ± 1,5

	Длительность симптомов интоксикации, дни
	7,7 ±0,7
	2,3 ± 0,4*
	6,8 ± 0,8
	3,8 ± 1,0*
	7,5 ± 1,5
	7,1 ± 1,0


* - р < 0,05

Вторая подгруппа пациенток (n=18) использовала для купирования рецидивов ГГ местную терапию ацикловиром в виде 5% крема. Клиническая эффективность оказалась следующей: везикулярная стадия укоротилась у большинства пациенток в два раза, длительность эпителизации – в 1,5-2 раза. У четырех из них отсутствовала стадия везикул при сохранении зоны отека, гиперемии и болезненности, у семи пациенток везикулы были «вялыми», при этом отмечалось уменьшение зоны гиперемии и отека. Стадия эрозии отсутствовала. Произошло более быстрое купирование воспалительного процесса. У других пациенток использование ацикловира способствовало локализации процесса. Ни в одном случае не было отмечено множественных везикулярных высыпаний, нагноения эрозий. Отмечено значительное укорочение периода «местного дискомфорта»: ощущений зуда, жжения, болезненности. Симптомы общей интоксикации были менее выражены, продолжительность уменьшилась в 1,8 раза. Хорошая переносимость крема и значительный положительный эффект от применения был отмечен всеми, без исключения, пациентками второй подгруппы. При этом у каждой четвертой женщины сохранялась лихорадка (до 38°С), паховая лимфаденопатия, боли в суставах, ощущение резкой слабости, разбитости. 

Пациентки третьей подгруппы использовали 2% теброфеновую мазь. Эффективность этого препарата была крайне низкой. Кроме того, вазелиновая основа мази с учетом локализации ГГ представляется крайне неудачной. 

Таким образом, согласно полученным данным, наиболее оптимальным вариантом лечения ГИ является сочетанное использование ацикловира per os и в виде 5% крема местно. Значительным недостатком ацикловира является необходимость пятикратного приема таблеток и 5-6-кратной местной обработки, что затрудняет выполнение предписанных рекомендаций. Ацикловир в виде 5% крема может успешно использоваться при локальных формах РРГГ. В предложенной нами схеме второй этап подготовки пациенток к вынашиванию беременности на фоне хронической ГВИ являлась вакцинация. Для подтверждения данного положения нами было отобрано 18 пациенток, имеющих в анамнезе один или более выкидышей на фоне обострения ГИ при беременности. При их обследовании было установлено снижение специфического иммунитета. Данное заключение основывалось на снижении противогерпетических иммуноглобулинов класса G и повышение иммуноглобулинов класса М, что, по нашему мнению, указывало на несостоятельность специфического иммунитета. Вышеуказанное обстоятельство позволило нам предположить, что одной из причин НБ на фоне ГИ является нарушение иммунитета и предложить способ его повышения с помощью вакцинотерапии. 

Существует несколько вариантов курсов вакцинотерапии ЧРГГ. Нами использовалась базовая схема, которая включает в себя цикл вакцинации, состоящий из пяти внутрикожных инъекций по 0,2 мл вакцины в сгибательную поверхность предплечья, которые проводятся с интервалом в 1 день. Основной курс включал два цикла с 10-дневным интервалом. В комплексной терапии ВПГ мы использовали культуральную противогерпетическую инактивированную сухую вакцину Санкт-Петербургского института вакцин и сывороток МЗСР РФ – «Герповакс». Повторное обследование пациенток на специфические противогерпетические иммуноглобулины проводилось через 2 месяца после окончания вакцинации. Отмечалась нормализация количества специфических противогерпетических иммуноглобулинов (табл. 6). 

Таблица 6

Содержание антител к ВПГ 1/2 типа у пациенток с НБ и герпесвирусной инфекцией через два месяца после вакцинации (индекс экстинции)

	Класс противогерпесных антител
	Контрольная группа

(индекс экстинции) 

n = 30
	Пациентки с ГВИ и НБ 

(индекс экстинции) 

n = 18

	Ig M
	0,85 ± 0,09
	0,88 ± 0,9

	Ig G
	1,35 ± 0,12
	1,33 ± 0,1


Так содержание Ig M снижалось до 0,88 ± 0,9 индекса экстинции, что фактически равнялось норме (контрольная группа 0,85 ± 0,09 индекса экстинции), а содержание в сыворотке крови Ig G увеличивалось до 1,33 ± 0,1 индекса экстинции при контрольных величинах 1,35 ± 0,12 индекса экстинции. К сожалению, не у всех пациенток происходила нормализация специфических иммуноглобулинов. В 27,7% случаев (5 пациенток) содержание специфического иммуноглобулина G было ниже 0,9 индекса экстинции. При обнаружении низких титров специфических иммуноглобулинов проводился повторный курс вакцинации. 

Проведение повторной вакцинации привело к нормализации показателей через два месяца только у одной из пяти пациенток. Проведение третьего курса вакцинации не привело к изменению показателей специфического иммунитета. Таким образом, улучшить показатели специфического иммунитета удалось у 14 пациенток, а у четырех – нет. После проведения комплексной терапии ГВИ у всех пациенток произошло зачатие ребенка. Беременность протекала нормально до доношенного срока и в 72,2% случаев завершилась срочными родами, а в 27,7% случаев самопроизвольным прерыванием беременности в ранних сроках (табл. 7).

Таблица 7

Исходы беременностей у пациенток с НБ и герпесвирусной инфекцией в анамнезе после комплексного лечения

	Исходы беременности
	Количество пациенток
	%

	Доношенная беременность
	13
	72,2%

	Самопроизвольный выкидыш
	5
	27,7%


Таким образом, проведение комплексной терапии ГИ, включающей в себя противовирусные препараты и вакцинотерапию, привело к положительному результату в 2/3 случаев. Настоящее исследование показало, что современная медицина располагает адекватным арсеналом методов диагностики и средств лечения ГВИ гениталий, внедрение которых в повседневную клиническую практику будет способствовать положительным тенденциям в решении данной проблемы.

ВЫВОДЫ

1.  Клиническое течение ВПГ-2-инфекции нижнего отдела гениталий у женщин с НБ сопровождается значительной частотой рецидивов (до 12 в год), более тяжелыми местными проявлениями и выраженным интоксикационным синдромом. ВПГ-1-инфекция чаще протекает в латентной форме, с меньшей частотой рецидивов (до трех в год). На тяжесть течения ГГ влияет сопутствующая микст-инфекция влагалища.

2.  У больных с НБ генитальный герпес в виде моноинфекции выявляется в 14,5 ± 3,4%, при тяжелом течении ГГ моноинфекция диагностируется в 31,2 ± 11,6% случаев, при РРГГ – в 12,5 ± 3,9%, при ЛГГ – в 9,1 ± 6,1% случаев. При ЧРГГ сопутствующая патогенная и условно-патогенная микрофлора была диагностирована реже по сравнению с РРГГ и ЛГГ.

3. У женщин с НБ и частыми рецидивами ГГ отсутствуют достоверные изменения основных  клинико-лабораторных показателей крови, при этом титр специфических антител к ВПГ 1/2 типа достоверно снижен при нормальных значениях основных иммунологических параметров.

4. Установлено, что между изученными иммунологическими показателями и клинической картиной ВПГ у больных с НБ нет корреляционных взаимоотношений, однако в 53,7% наблюдений самопроизвольное прерывание беременности возникало при достоверно низких титрах противогерпетических иммуноглобулинов класса G. 

5.  Разработанный алгоритм клинико-лабораторного обследования больных с НБ, страдающих РГИ нижнего отдела гениталий, позволил персонифицировать методы иммунотерапии с применением специфической противогерпетической вакцины Герповакс.

6.  Использование специфической иммунотерапии в комплексном лечении больных с НБ и РГИ нижнего отдела гениталий позволило в 72,2% достичь вынашивания беременности.  

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Целесообразно дифференцировать клинические группы пациенток с НБ в анамнезе и РГИ на больных с ЧРГГ и числом обострений от 4 до 12 в год; с частотой обострений 1-3 в год – группа РРГГ; без клинических проявлений ГГ, но с выявленным вирусом при специальном обследовании – группа ЛГГ.

2. При воспалительных заболеваниях нижнего отдела гениталий гинекологическое обследование необходимо дополнить расширенной вульвокольпоцервикоскопией, что позволяет заподозрить герпесвирусную, трихомонадную, хламидийную инфекцию, ВПЧ-инфекцию, определить ее локализацию для проведения последующей лабораторной диагностики, лечения и наблюдения больных в динамике.

3. Для выявления ВПГ-инфекции при НБ целесообразно применять ПЦР-диагностику, как наиболее информативный диагностический метод в качестве альтернативы с дорогостоящей, длительной и сложной культуральной диагностикой. 

4. Для лечения рецидивов ГГ у женщин с НБ следует применять ацикловир (суточная доза 1,0 г, курсовая доза 5-10 г с длительностью лечения 5-10 дней), валацикловир (суточная доза 1,0 г с длительностью лечения 5 дней), так как их раннее назначение сокращает продолжительность рецидива заболевания и уменьшает тяжесть клинических проявлений.

5. При рецидивирующих формах ГГ в фазу ремиссии (интервал от последнего обострения не менее двух месяцев) у женщин с НБ показана вакцинотерапия с применением культуральной противогерпетической инактивированной сухой вакцины «Герповакс» курсами с общей продолжительностью лечения не менее 2 лет.
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