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Аннотация

Технология основана на использовании селективного иммуномодулятора ронколейкина - рекомбинантного интерлейкина-2 человека - в комплексе стандартных режимов терапии туберкулёза органов дыхания с учетом аллельного варианта гена HLA-DRB1* и HLA-DQB1* больных. Индивидуальный подход к выбору режимов терапии на основании прогностической значимости генетических параметров макроорганизма позволяет повысить эффективность лечения по основным клинико-рентгенологическим показателям на 25%. Обосновано введение ронколейкина в сочетании с преднизолоном у больных прогрессирующим МЛУ туберкулёзом лёгких, что позволяет достигнуть «клинического улучшения» в более короткие сроки (в среднем, на 2 недели).

Медицинская технология предназначена для врачей-фтизиатров.
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Введение

Ухудшение эпидемиологической ситуации в России и во всём мире сопровождается выраженными качественными изменениями течения туберкулёзной инфекции, нарастанием частоты остропрогрессирующих форм с распространённым поражением лёгочной ткани и интенсивным бактериовыделением, с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) МБТ. 

Лекарственная резистентность микобактерий туберкулёза является одним из основных факторов, ограничивающих эффективность противотуберкулёзной терапии. Кроме того, одновременное и длительное применение в современных схемах химиотерапии туберкулёза 5-6 противотуберкулёзных препаратов нередко приводит к тяжёлым побочным реакциям и нарушениям функции иммунной системы. Сложившаяся ситуация вынуждает искать новые подходы к лечению туберкулёза. Не умаляя значения рациональной химиотерапии, необходимо разработать новые методы лечения  с учётом патогенеза этого заболевания. 

В СПб НИИФ с 2001 года проводится исследование клинического течения туберкулёза органов дыхания с учетом генетических характеристик микро- и макрорганизма. Установлено, что 01, 07 и 13 аллели гена HLA-DRB1* и 03 аллели HLA-DQB1* определяют резистентность к туберкулёзу органов дыхания, а в случаях заболевания способствуют более благоприятному течению туберкулёзной инфекции. Выявлена предрасполагающая роль 16 аллели гена HLA-DRB1* и 05 аллели HLA-DQB1* в развитии туберкулёза, что в случае заболевания нередко приводит к развитию прогрессирующих форм.
Современные высокоточные технологии позволяют прогнозировать развитие, течение и исход заболевания и учитывать их при выборе соответствующих режимов терапии.
Течение туберкулёзной инфекции определяет, в основном, состояние иммунитета как врождённого, так и приобретённого. Показано, что специфический клеточный иммунитет играет центральную роль в формировании резистентности к туберкулёзу и имеет более существенное значение в борьбе с возбудителем (Мишин В.Ю. и др., 1995; Кноринг Б.Е. и др., 1998; Хоменко А.Г., 1998; Сахно Л.В. и др., 2006; Ellner J.J., Waillis R.S., 1989; Ellner J.J., 1997). Его недостаточность во многом определяет особенности клинического течения и исход заболевания. Формирование эффективного протективного иммунитета непосредственно связано с пролиферацией Т-хелперов 1-го типа (CD4+), продукцией цитокинов IL-2, IFN-гамма, IL-12 и развитием реакций клеточного иммунитета.

Патогенетическая структура иммунных дисфункций, наблюдаемая при прогрессирующем туберкулёзе лёгких, указывает на необходимость иммунокоррекции указанных нарушений иммунитета и реставрации компонентов систем иммунореактивности (Козлов В.К., 2001). В настоящее время используется большое количество препаратов и методик патогенетической иммунотропной терапии туберкулёзных больных. В последние годы наблюдается тенденция сужения показаний к назначению многих иммунотропных препаратов широкого спектра действия, нередко приводящего к обострению туберкулеза. Сложившаяся ситуация вынуждает искать новые схемы патогенетической иммунотерапии как при впервые выявленном деструктивном туберкулёзе лёгких, так и при прогрессирующих формах (Виноградова Т.И. и др., 1999; Иванова Л.А. и др., 2000). Особенно актуальным является разработка режимов применения рекомбинантного интерлейкина-2 (ронколейкина).

Показания 

к использованию медицинской технологии

Деструктивный туберкулёз лёгких с бактериовыделением, в том числе  прогрессирующим течением и  множественной лекарственной устойчивостью микобактерий туберкулёза.
Противопоказания 

к использованию медицинской технологии

· Индивидуальная непереносимость отдельных препаратов и компонентов инфузионной среды

· Дефицит массы тела больного более 30%.

Материально-техническое обеспечение  

Стандартное оборудование клиники терапии туберкулёза лёгких, бактериологической, молекулярно-генетической и иммунологической лабораторий.

Медикаментозное обеспечение:

- изониазид (H) - р-р д/инъекций 10%, рег. номер Р № 001995/01, ОАО «Биосинтез», Россия;

- канамицин (K) - порошок для приготовления раствора для в/мышеч. введения 0,5 или 1 г, рег номер ЛС-001601, ОАО «Синтез», Россия;

- амикацина сульфат (А) - лиофилизат для приготовления инъекционного р-ра по 0,25 г и 0,5 г во флаконах, рег. № 001175/01-2002 от 04.03.2002,  ОАО «Синтез», Россия;

- рифампицин (R) - капс. 0,15 г, рег. номер П № 016246/01, РУП «Белмедпрепараты»;

- - рифабутин (Rb) - капс. 0,15 г, рег. номер Р №ЛС-002283, ОАО «Щелковский витаминный завод», Россия;

- пиразинамид (Z) - табл. 0.5г, 0,75г, рег. номер Р№001507/01-2002,ЗАО «МакизФарма», Россия;

- протионамид (Pa) - табл. 0,25г, п.о., рег. номер ЛС – 000546, «Фортун Оверсиз Компани Пвт. Лтд.», Индия;

- офлоксацин-промед (Fg) - табл., п. о., 0.2 г, рег. номер П №015740/01 от  07.06.2004, ПРОМЕД ЭКСПОРТ ПВТ. ЛТД, Индия;

- ципрофлоксацина гидрохлорид (Fg) - табл. п. о. 0,25г, р-р д/инъекций 0,2 г /100 мл; фл., рег. номер П № 012386/01-2000, ПРОМЕД ЭКСПОРТС ПВТ. ЛТД, Индия;

- ципринол (Fg) - табл., п.о., 025 и 0,5г, рег номер П № 014323/01-2002 от 23.08.2002, КРКА, д.д., Словения;

- таваник (левофлоксацин) (Fg) - р-р для инфузий 0,5г/100мл во флаконах, рег.номер П №012242/02 от 30.06.2006, Авентис Фарма Дойчланд ГмбХ, Германия;

- ПАС-Фатол Н (PAS) - лиофилизат для приготовления раствора для инфузий 13,49г, рег.номер ЛС №-000157, ФАТОЛ Аррцнаймиттель Гмбх, Германия;

- циклосерин (Cs) - капс. 0,25г, рег. номер ЛС-001790, «М.Дж. Биофарм Пвт. Лтд.», Индия);

- сумамед - капс. 0,25г, рег. номер П № 015662/02 от 17.02.2006, Плива Хрватска д.д.о.;

- амоксиклав (AMX/CLV) - порошок для приготовления раствора для в/венного введения 0,6г или 1,2г мг во флаконе, рег. номер П№012124/02, Лек д.д., Словения;

- кларитросин (CLR)  – таблетки 0,25, 0,5г, рег. номер. ЛС-000481 от 15.07. 2006, ОАО «Синтез», Россия;

 - лайкоцин (Capr) – порошок для приготовления раствора для внутримышечного и внутривенного введения 1,0г, Лайка Лобс Лимитед, Индия, 

- цефазолин-АКОС – порошок для приготовления раствора для приготовления внутривенного и внутримышечного введения 0,5г, рег. номер 002895/01 от 11. 09. 2003г., ОАО «Синтез», Россия;

- натрия хлорид Браун, 0,9% р-р для инфузий, рег. номер ЛС-001564 от 05.05.2006, Б.Браун Мельзунген АГ, Германия;

- ронколейкин (интерлейкин-2 человека)- раствор для внутривенного и подкожного введения 0,5 мг, рег. номер ЛС-001810 от 06.02.08, ООО «БИОТЕХ», г. Санкт-Петербург;

преднизолон – раствор для внутривенных и внутримышечных введений 30 мг, рег. номер П №013091/01 от 07.09.2007, «Аджи Фармацевтикалз Лтд», Индия. 

Лабораторное обеспечение.

· Устройство для электрофореза нуклеиновых кислот в агарозных и акриламидных гелях УЭФ-01-ДНК-Техн., ЗАО «Научно-производственная фирма ДНК-Технология», Россия (рег.удостоверение №29/07020402/4003-02);

· Набор реагентов для типирования генов гистосовместимости человека (HLA) II класса методом амплификации ДНК, ЗАО «Научно-производственная фирма ДНК-Технология», Россия (рег.удостоверение № ФСР№2007/01588);

· Термоциклер для амплификации нуклеиновых кислот модели «i Cycler» производства фирмы  BIO-RAD LABORATORIES, США (рег. удостоверение МЗРФ №2003/212);

· Оборудование лабораторное для исследования биологических объектов методом электрофореза производства BIO-RAD LABORATORIES, США (рег.удостоверение ФС № 2004/1246);

· Бокс лабораторный с УФ-лампой для проведения полимеразной цепной реакции БЛ-ПЦР «ДНК-Техн», предприятие производитель ООО «НПО ДНК-Технология», Россия (рег. удостоверение №ФС 022 б5379/5194-06);

· Термостат твердотельный программируемый малогабаритный ТТ-1 «ДНК-Техн», предприятие производитель ООО «НПО ДНК-Технология», Россия (рег. удостоверение №ФС 022 а 4004/5199-06); 
· Цитометр проточный FACS Calibur c принадлежностями, рег.удостоверение ФС №2006/1513 (Becton Dickinson, США)
· Центрифуги лабораторные Z 100M, Z 160 M, Z 200 A и др. с принадлежностями и без принадлежностей, рег.удостоверение ФС № 2006/1677 (Hermle Labortechnik Gmb H, Германия); 
· Реагенты in vitro и расходные материалы для проточной цитометрии, рег. удостоверение ФС № 2006/2077 (Becton Dickinson, США)
· Реагенты in vitro и расходные материалы для проточной цитометрии, рег. удостоверение ФС № 2008/01473 (Becton Dickinson and Company, США)
· Трис (оксиметил) аминометан (Tris), ч, ТУ 69-4292-76;
· Борная кислота, per. номер № 95/335/16;
· Хлороформ, хч, ТУ 6-09-4263-76;
· Фенол, чда, ГОСТ 6447-72;
· Пропанол-2 абсолютированный, тех, ГОСТ 9805-84;
· Бромфеноловый синий, чда, ТУ МТ УХП 271-59;
· Изоамиловый спирт, Merck, Германия, кат. № 1.00979;
· Этилендиаминтетрауксусной кислоты динатриевая соль (EDTA), Boehringer Mannheim, Германия, кат. № 86717520;
· Натрия додецилсульфат (SDS), BDH, Англия, кат. № L354392 809.
· Гексадецил триметил аммония бромид (Cetyltrimethylammonium bromide, СТАВ), Sigma, США, кат. № Н-6269;
· Лизоцим, Sigma, США, кат. № L-6876;
· Протеиназа К, Sigma, США, кат. № Р-8044;
· Этидиума бромид, Sigma, США, кат. № Е 8751;
· Масло минеральное, Sigma, США, кат. № 400-5;
· Агароза стандартная для электрофореза, Quantum Bioprobe, США, кат. № AGAH02;
· Ультрачистый набор нуклеотидных оснований (dNTP), Amersham Pharmacia Biotech, США, кат. № 27-2035-02;
· Маркер  молекулярных  масс  ДНК,  50  оснований,  Amersham  Pharmacia Biotech, Англия, кат. № 27-4005-01;
Описание медицинской технологии 

Представленная медицинская технология предполагает последовательное выполнение двух этапов исследования.

Определение генетической принадлежности больного туберкулёзом 
Идентификация аллельного полиморфизма генов HLA-DRB1* и HLA-DQB1* проводится при поступлении пациента в клинику в условиях лабораторий иммуногенетического профиля методом полимеразной цепной реакции (PCR-SSP) в два этапа:

· Выделение ДНК из крови пациента

· HLA-DRBl* -типирование
· HLA-DQB1* -типирование
· Выделение ДНК

Геномная ДНК выделяется из мононуклеарных клеток периферической крови (свежей или замороженной при -20°С), стабилизированной ЭДТА или цитратом натрия (конечная концентрация антикоагулянта 0,5%), с помощью стандартного набора реагентов для выделения ДНК. Периферическую кровь центрифугируют в пластиковых пробирках типа "Eppendorf" при 13000g в течение 1 минуты, надосадочную жидкость удаляют, а осадок ресуспендируют в 0,5 мл лизирующего буфера и центрифугируют при 13000g в течение 1 минуты. Процедура лизиса повторяется до тех пор, пока надосадочная жидкость не становится прозрачной.
После окончательного удаления надосадочной жидкости к осадку мононуклеаров добавляют 60 мкл буфера для протеиназы К, 1 мкл протеиназы К (концентрация 10 мг/мл) и ресуспендируют. Инкубация с ферментом проводится не менее 60 минут при +55 С. Инактивация протеиназы К после инкубации проводится путем нагревания пробирок на водяной бане при +95°С в течение 10 минут. После охлаждения пробирки центрифугируют при 13000g в течение 10-15 секунд. Раствор ДНК хранится при +40 С до использования.
· HLA-DRBl* -типирование
Молекулярное типирование генов DRB1* проводится с использованием панели праймеров, позволяющей выявлять 13 групп его аллелей. Используемый метод включает в себя целую серию амплификации различных участков генов HLA-DRB1* и называется PCR-mSSP- методом (polimеrase-chain reaction sequence specific primers mixed) (Алексеев Л.П. и соавт., 1997). Амплификация проводится на амплификаторе в два этапа:
I этап - амплификация II экзона DR В1 -гена  проводится по следующему температурному режиму:

	               1. 940 С -   1 мин.
	1 цикл

	               2. 940 С  - 20 сек.

                   580 С  -   5 сек.
	7 циклов

	               3. 920 С  -   5 сек.

                  560 С  -    2 сек.
	28 циклов


В результате этой амплификации получается продукт длиной 247 или 243 пар нуклеотидов (п.н.), который затем разводится в 10 раз и используется во втором этапе амплификации. В качестве отрицательного контроля в реакции вместо ДНК используют дистиллированную воду.
II этап - серия амплификации со специфическими парами праймеров по следующему температурно-временному режиму:

	930 С - 1 сек.
	15 циклов

	620 С - 2 сек.
	


Примечание: температурно-временной режим как I, так и II этапов амплификации всегда приводится в прилагаемой к набору реактивов инструкции. Он может несколько варьировать в зависимости от незначительных изменений в технологии изготовления реактивов. 

Продукты амплификации оцениваются методом гель-электрофореза в 3,2% агарозном геле. Аллельная идентификация осуществляется путем сравнения длины полученных продуктов с маркером длин PUC19. Определенный аллель имеет амплификационный продукт определенной длины.

· HLA-DQB1* -типирование
Молекулярное типирование гена HLA-DQB1* проводится с использованием панели праймеров, позволяющей выявлять 5 групп аллелей DQB1* (DQB1*02, 03, 04, 05, 06, базовое разрешение).

Амплификация выполняется  в 3 этапа: I    этап - амплификация    II экзона DQBl*-гена по следующему температурному режиму: 

	               1. 940 С -   1 мин.
	1 цикл

	               2. 940 С  - 20 сек.

                   670 С  -   5 сек.
	7 циклов

	               3. 930 С  -   1 сек.

                   650 С  -    2 сек.
	28 циклов


II этап - серия амплификации со специфическими парами праймеров, разделяющих DQB1* аллели на 3 подгруппы.
III этап - серия амплификации со специфическими парами праймеров, определяющих конкретные аллели DQB1* гена.
Температурный режим II и III этапов:

	930 С - 1 сек.
	12 циклов

	670 С - 2 сек.
	


Продукты амплификации оцениваются методом гель-электрофореза в 3,2% агарозном геле. Аллельная идентификация осуществляется с помощью интерпретационной таблицы, прилагаемой к каждому набору реагентов.

Интерпретация результатов

Наличие 01, 07, 13 аллелей гена HLA-DRB1* и 03 аллели гена HLA-DQB1* способствуют более благоприятному течению и исходу туберкулёзной инфекции на фоне адекватной терапии. 

Присутствие в генетическом паспорте пациента 16 аллели гена HLA-DRB1* и 05 аллели гена HLA-DQB1* является маркером вероятности развития осложненного, прогрессирующего течения туберкулёза органов дыхания. 

Оценка иммунного статуса

Оценка популяционного состава лимфоцитов крови производится  по поверхностному фенотипу с использованием моноклональных антител тест-системы IMK-Simultest и проточного цитофлюориметра FACS Calibur (Becton Dickinson, USA). Подсчитывают  относительные и абсолютные показатели содержания субпопуляций лимфоцитов крови, экспрессирующих отдельные маркеры: CD3+,CD3+CD4+, CD3+ CD8+, CD3+ HLA-DR, CD19+, CD25+, CD16 +, CD95+. Диапазон содержания изучаемых популяций в норме рассчитывают по группе здоровых доноров. Функциональную активность Т-лимфоцитов устанавливают по реакции бласттрансформации лимфоцитов (РБТЛ) на ФГА и ППД (Ling N.R., 1971). 

Режимы лечения туберкулёза органов дыхания 

с учетом генетических характеристик макроорганизма

Полученные результаты с учетом их прогностической значимости в совокупности с клиническими проявлениями заболевания (объем поражения легочной ткани, наличие  и массивность бактериовыделения) являются основанием для назначения адекватных режимов химиотерапии. 

Для лечения больных деструктивным туберкулёзом лёгких с бактериовыделением рекомендуются 2 режима терапии, учитывающие генетические параметры микроорганизма. Специфическая полихимиотерапия является обязательным компонентом лечения всех больных. Основу ее составляет внутривенное капельное введение изониазида.

I режим
для больных впервые выявленным деструктивным туберкулёзом лёгких с преобладанием экссудативного характера воспаления, в генетическом паспорте которых отсутствуют протективные и предрасполагающие аллели генов HLA-DRB1* и HLA-DQB1*. 

Пациенты, имеющие в том числе нарушения клеточного звена иммунитета (снижение одного и более показателей): количество лимфоцитов (относительное - (18%; абсолютное - (1200кл/мл), CD3+ (72,0%, CD3+ CD4+ (50,0%, индекса CD4+/CD8+ (1,5, РБТЛ на ФГА(50%, РБТЛ на ППД (3%.

Специфическая химиотерапия включает 4-5 противотуберкулёзных препаратов, подобранных в соответствии со спектром лекарственной чувствительности МБТ,  установленной до начала антибактериальной терапии.
Иммунокоррекция ронколейкином - 3 внутривенных капельных введения препарата в дозе 0,5 мг, с интервалом 48 часов между инфузиями, в качестве растворителя используется 0,9% раствор хлорида натрия в количестве 400,0 мл.

II режим
для больных прогрессирующим туберкулёзом органов дыхания с множественной лекарственной устойчивостью МБТ, имеющих в генетическом паспорте 16 аллели гена HLA-DRB1* и 05 аллели гена HLA-DQB1*. 

Ронколейкин вводится 1 раз в неделю в дозе 0,5 мг внутривенно капельно в течение 4-х часов (в качестве растворителя используется 0,9% раствор хлорида натрия в количестве 400,0 мл), курс лечения - 4 инъекции.

Преднизолон применяется внутривенно капельно в дозе 30 мг в 100 мл 0,9% раствора хлорида натрия, ежедневно (кроме дней введения ронколейкина),  курс лечения - №30.

Ронколейкин и преднизолон назначаются на фоне применения специфической полихимиотерапии 5-6 препаратами, подобранными в соответствии со спектром лекарственной чувствительности МБТ. 

Противотуберкулезные препараты, используемые в обоих режимах: 

H – 10-20 мг/кг, внутривенно капельно или внутримышечно;

Rb – 8-10мг/кг  в сутки, энтерально;

Z – 30мг/кг в сутки, энтерально;

E – 30мг/кг г в сутки, энтерально;

Ра – 12,5мг/кг сутки, энтерально;

К или А или Capr 10-15мг/кг в сутки, внутримышечно;

PAS (парааминосалицилат натрия) – 2,0 г/10 кг в сутки, энтерально;

Cs (циклосерин) – 10,0- 15 мг/кг в сутки (не более 0,75), энерально;

Fq (фторхинолоны) - офлоксацин (800,0 мг/сутки) или ципрофлоксацин (1,0 г/сутки) или левофлоксацин (500,0 мг/сутки), энтерально, внутривенно капельно;

AMX/CLV (амоксиклав-клавулоновая кислота) 625 мг 3р/сутки, энтерально;

CLR (кларитроcин) – 500,0 мг х 2р/ сутки, энтерально.

Дозы изониазида определяются степенью ЛУ МБТ: при устойчивости  1 мкг/мл – 15 мг/кг, при 5 мкг/мл и более– 20 мг/кг в два приема - внутривенно капельно и per os - 0,3 в 18 часов.

При множественной ЛУ в качестве основных химиопрепаратов назначают А или Capr и Fg (при неэффективности Н или плохой его переносимости). 

Целесообразно назначение фторхинолонов по ступенчатой методике: внутривенное введение в течение 30 дней с последующим переходом на пероральный прием. 

В дополнение к основным противотуберкулёзным препаратам по показаниям используются антибактериальные средства, обладающие противотуберкулёзной активностью или потенцирующие действие ПТП: (-лактамные антибиотики, в т.ч. группы цефалоспоринов (цефазолин), макролиды (сумамед), – в общепринятых дозах, курсом лечения от 10-14 дней до 1 месяца.

Возможные осложнения, методы их профилактики и лечения

Осложнений при использовании технологии не отмечено.

Контроль эффективности лечения осуществляется по следующим показателям: 

· исчезновение или уменьшение симптомов интоксикации,

· рассасывание или уменьшение инфильтративных и очаговых изменений в легочной ткани,

· закрытие или уменьшение полостей деструкции,

· прекращение или уменьшение интенсивности бактериовыделения,

· динамика иммунологических показателей: увеличение Т-лимфоцитов, РБТЛ на ФГА и ППД.

К концу стационарного этапа результаты ПХТ оцениваются по следующим критериям:

«значительное улучшение» - исчезновение симптомов интоксикации, абациллирование, закрытие полостей распада;

«улучшение» - ликвидация симптомов интоксикации, абациллирование, выраженное рассасывание очаговых и инфильтративных изменений, уменьшение полостей распада;

«клиническое улучшение» - уменьшение клинических проявлений заболевания, интенсивности бактериовыделения, сохранение воспалительных и деструктивных изменений в легких;

«прогрессирование» - ухудшение показателей клинического статуса, нарастание воспалительных и/ или деструктивных изменений в легочной ткани.

Эффективность использования медицинской технологии 

В основу предлагаемых режимов терапии положены результаты лечения 39 больных впервые выявленным деструктивным туберкулёзом лёгких с бактериовыделением и 52 пациентов прогрессирующим МЛУ туберкулёзом органов дыхания, получавших терапию в клиниках СПбНИИФ. Группами сравнения служили соответственно 31 и 27 человек со сходной клинико-рентгено-лабораторной и генотипической характеристикой. Больным контрольных групп проводили лечение только противотуберкулёзными препаратами.

I режим

У пациентов, в генетическом паспорте которых отсутствуют протективные и предрасполагающие аллели генов HLA-DRB1* и HLA-DQB1*, в 55,6% случаев отмечали умеренно выраженные или выраженные симптомы интоксикации, у 66,7% регистрировали значительные нарушения гематологических показателей (лейкоцитоз >8 х 109л - у 49,9 %, р<0,05; лимфопению <15% - у 25,0%) и локальные проявления болезни. Рентгенологически определяли преимущественно распространенные специфические изменения: в пределах 3-х и более сегментов - у 50,0% и 36,1%, в том числе двусторонние - у 38,9%. Поражение 1-2 сегментов имелось только у 13,9% пациентов. Полостные образования визуализировались у большинства больных (94,4%), причем каверны размерами до 2см выявлены только у 17,6% из них. Все пациенты выделяли МБТ. Интенсивность бактериовыделения подтверждала выраженность клинических проявлений заболевания: более 100 колоний (обильное) микобактерий определяли у 38,2% больных.
Применение ронколейкина в комплексе этиотропной терапии впервые выявленного деструктивного туберкулеза легких  позволило достичь положительной динамики по клиническим критериям в более ранние сроки по сравнению со стандартными режимами лечения. В основной группе через месяц комплексного лечения прекращение выделения МБТ, подтверждённое, в том числе и методом посева, наблюдали у 32,5% пациентов, снижение интенсивности бактериовыделения - у 1/3. Через 3 месяца 69,2% больных, получавших ронколейкин, перестали быть бактериовыделителями, в контрольной группе - 29,0% (р<0,05). Необходимо отметить, что через 1 месяц после комплексной терапии с применением цитокина деструкция лёгочной ткани не определялась у 17,9% пациентов, а через 3 месяца закрытие полостных образований наблюдали в 41,0% случаев, причем независимо от особенностей полостных образований и характера ЛУ МБТ (в контроле – в 9,7% и 16,1% соответственно, р<0,05) (табл.1). Также важно подчеркнуть, что включение ронколейкина в схему комплексного лечения позволило добиться к окончанию стационарного этапа, т.е. к 6 месяцам терапии, «значительного улучшения» (абациллирования и закрытия полостей распада) у 64,1% пациентов с распространенными деструктивными изменениями в лёгочной ткани и бактериовыделением; «улучшения» (абациллирования) - у 17,9% (рис. 2). Уменьшение остаточных изменений в лёгких, в т.ч. «санированных» полостных образований, у этих пациентов может быть достигнуто лечебными мероприятиями после завершения стационарного лечения. 

Для дополнительной лабораторной оценки эффективности комплексной терапии с применением ронколейкина по завершении периода наблюдения проведен анализ эволюции иммунных дисфункций, свидетельствующий о статистически значимом увеличении в периферической крови количества CD3+ CD4+ лимфоцитов у 1/3 больных. Уже к концу первого месяца относительное содержание Т-хелперов составило в среднем 44,9±1,0%, а к третьему - 46,9±2,0% (исходный показатель – 41,9±1,5%, р<0,05). В контроле содержание Т-хелперов сохранялось на исходном уровне, их некоторое увеличение отмечено только к 3-му месяцу (табл. 2). Под влиянием ронколейкина функциональная активность лимфоцитов по данным РБТЛ в ответ на ФГА к первому месяцу имела отчетливую тенденцию к нормализации (по сравнению с исходным уровнем). К третьему месяцу в этой группе доля пациентов с низким пролиферативным ответом лимфоцитов уменьшилась более чем в два раза (до 20,5%), тогда как в контрольной группе низкие значения показателя оставались у 38,7% больных (рис. 1). Синтез IL-8 в основной и контрольной группах сохранялся через 1 месяц на достаточно высоком уровне. В то же время отмечена некоторая тенденция к уменьшению спонтанной секреции цитокина, что следует расценивать как благоприятный фактор, указывающий на снижение степени выраженности воспалительных явлений. 

II режим

Симптомы интоксикации различной степени выраженности, включая гематологические нарушения, отмечены у всех 52 пациентов. Распространенные, полисегментарные (более 3-х бронхолёгочных сегментов) поражения легочной ткани визуализировались у всех больных. У большинства пациентов определялись (90,4%) множественные полости распада. Одиночные сформированные полостные образования и множественные участки расплавления зарегистрированы у 9,6% больных. Все пациенты выделяли МБТ с множественной лекарственной устойчивостью.

Ронколейкин и преднизолон вводили по вышеуказанной методике после назначения полного режима полихимиотерапии (ПХТ).

Оценка эффективности лечения проведена в сравнении с группой пациентов (контроль, N=27), получавших только ПХТ. На фоне проведенного курса иммуногормонохимиотерапии быстрее и чаще происходила нормализация гематологических показателей. Интоксикационные проявления уменьшились через 1 и  3 мес у 38,1% и 61,9% больных (в контроле – у 18,2% и 36,6%), что значительно улучшило переносимость интенсивной ПХТ.

У пациентов этой группы в более короткие сроки установлено уменьшение или ликвидация кашля, одышки, локальных проявлений болезни. Через 1 мес. после химиотерапии с использованием ронколейкина и преднизолона у 24% больных регистрировали отрицательную бактериоскопию мокроты (у 11,1% - в контроле). Через 3 мес. отмечали прекращение бактериовыделения у 60,0% пациентов, в том числе у 28,0% культуральным методом, что в два раза чаще, чем в контрольной группе (соответственно 29,6% и 11,1%) (р<0,05) (рис. 3). У остальных больных, получавших иммуно-гормонохимиотерапию (40,0%), регистрировали уменьшение интенсивности бактериовыделения, тогда как в группе сравнения у 2/3 пациентов бактериовыделение сохранялось.

К 3 месяцам у 56,0% больных основной группы отмечали регрессию очаговых и инфильтративных изменений, сокращение размеров полостных образований, закрытие участков деструкции, в контроле - у 44,4% (р<01).

К концу стационарного этапа на фоне химиотерапии с включением ронколейкина и преднизолона «значительное улучшение», «улучшение» и «относительная стабилизация» достигнуты у 68,0% пациентов против 40,7% в контроле (р<0,05).

Положительное влияние цитокинотерапии и преднизолона на фоне ПТП наблюдали, в основном, на клеточное звено иммунитета (табл.3). Количество Т-лимфоцитов повысилось через 1 и 3 месяца соответственно с 63,9(2,0% до 65,0(2,1% и 69,7(1,5% (р(0,05) (контроль – 64,1(2,0% и 65,2(1,7%, р(0,05). Относительное содержание CD3+CD4+  увеличилось в 54,5% случаев против 33,3% в контрольной группе при среднем их уровне через 1 месяц - 41,9(1,8% и 39,0(2,0% (соответственно по группам наблюдения), через 3 месяца - 44,7(1,3%, (в сравнении с исходным показателем – 38,9(2,5%, р(0,05) и 41,2(1,3%. 

Применение иммунногормонохимиотерапии способствовало снижению уровня экспрессии рецепторов апоптоза CD95+ к 1 месяцу с 58,3±4,0% до 55,5±3,5%, а к 3 месяцу - до 51,3±3,2%. В группе сравнения величина этого показателя составляла 57,1± 3,6%. РБТЛ на ФГА в основной группе повысилась через 1 месяц с 36,0(2,5% до 39,9(2,1%, к третьему месяцу - до 46,9%(1,5% (в сравнении с исходными показателями, р(0,05). В контрольной группе РБТЛ на ФГА в эти сроки наблюдения регистрировали на уровне 37,8(2,5% и 42,1%(1,9% (р(0,05). 

* * *

Использование ронколейкина в комплексной терапии впервые выявленных больных деструктивным туберкулёзом лёгких, не имеющих в генетическом паспорте протективных и предрасполагающих аллелей генов HLA-DRB1* и HLA-DQB1*, повышает эффективность лечения по основным показателям. Излечение происходит с минимальными остаточными изменениями у 1/3 больных.

Прогрессирующее течение туберкулёза, приводящее к хронической форме заболевания, в значительной мере обусловлено состоянием иммунной системы, определяющей развитие и течение туберкулёзного процесса. Недостаточность клеточного иммунитета у больных прогрессирующим туберкулёзом лёгких имеет стойкий характер и усугубляется по мере прогрессирования и распространения специфического процесса. Терапия малыми дозами глюкокортикостероидов (преднизолон), обладающих выраженным противовоспалительным действием, оказывает позитивное влияние на процессы рассасывания и репарации. Иммунокоррекция ронколейкином способствует восстановлению клеточного звена иммунитета, что является необходимым условием для достижения положительного клинического эффекта.
Таким образом, комплексная иммуногормонохимиотерапия больных прогрессирующим МЛУ туберкулёзом лёгких повышает ее эффективность по основным критериям по сравнению с больными, получавших аналогичную терапию без коррекции: способствует ускорению положительной динамики процесса, увеличению количества больных без бактериовыделения, сокращению размеров деструкции.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Таблица 1
Динамика бактериовыделения и закрытия полостей распада

в лёгочной ткани, у больных, получавших ронколейкин

	Исследуемая группа
	
	Срок наблюдения

	
	
	через 1 мес (%)
	через 3 мес (%)

	
	
	МБТ (-)
	CV (-)
	МБТ (-)
	CV (-) 

	
	
	
	
	
	

	Основная

(n = 39)
	1
	32,5
	17,9
	69,2
	41,0

	Контрольная
(n = 31)
	2
	12,9*
	9,7
	29,0*
	16,1*


*- р< 0,05-достоверно между группами [1-2].

[image: image1.emf]58,9%

54,0%

33,3%

48,4%

20,5%

38,7%

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

%

до лечения

Ронколейкином 

через 1 мес. через 3 мес.

основная группа 

контрольная группа 


Рис. 1. Доля больных с низкими показателями функциональной 
активности Т-лимфоцитов на фоне лечения ронколейкином по РБТЛ на ФГА
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Рис. 2.  Клиническая эффективность больных 
            на фоне терапии  ронколейкином
 Таблица 2

Субпопуляционный состав лимфоцитов в периферической крови больных

впервые выявленным туберкулёзом легких
 на фоне лечения ронколейкином  (%, M±m)

	Показатель 
	До лечения 
Ронколейкином
	Через 1 мес.
	Через 3 мес.

	
	основная группа 

n=39
	контрольная группа n=31
	основная 
группа 

n=39
	контрольная группа n=31
	основная 
группа 

n=39
	контрольная группа n=31

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	CD3+ 
	72,1±2,5
	73,3±3,3
	73,3±2,0
	73,1±3,5
	75,0±2,0
	73,1±3,5

	CD3+CD4+  
	41,9±1,5
	42,5±2,0
	44,9±1,0**
	42,6±2,2
	46,9±2,0*
	43,1±2,1**8

	CD3+ CD8+ 
	29,3±2,6
	29,5±1,9
	28,5±2,5
	29,2±2,9
	28,9±2,7
	29,33±3,9

	индекс

CD4+ /CD8+ 
	1,4±0,3
	1,4±0,4
	1,6±0,4
	1,5±0,4
	1,6±0,4
	1,2±0,4

	CD3+ DR+  
	12,0±2,9
	13,0±2,6
	12,1±2,5
	13,1±2,8
	10,1±2,3
	11,1±3,0

	CD95+ 
	54,9±3,5
	54,5±3,0
	51,2±3,0
	54,3±2,9
	50,9±3,0
	53,9±2,7

	CD25+  
	13,9±2,0
	12,9±2,0
	15,7±2,5
	12,5±2,2
	10,9±2,8
	11,7±3,2

	CD16+ 
	16,7±3,7
	16,8±4,7
	16,8±3,8
	15,9±3,7
	16,7±4,8
	15,7±4,7

	CD19+  
	11,3±4,3
	10,9±4,2
	11,4±4,5
	11,5±3,2
	11,4±4,0
	10,9±3,3


*р< 0,05 [1-5] р– достоверно внутри  
** р< 0,1 [1- 3]
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*р<0,05 – достоверно между группами
Рис. 3. Количество больных, не выделяющих МБТ (методом бактериоскопии) на фоне иммуногормонохимиотерапии
Таблица 3

Изменение показателей клеточного звена иммунитета у больных II группы на фоне иммуногормонохимиотерапии (M±m)

	Показатель
	Основная гр. n=52

	
	 до начала лечения Ронколейкином и преднизолоном
	через 1 месяц
	через 3 месяц

	
	1
	2
	3

	CD3+ (%)
	63,9±2,0
	65,0±2,1
	69,7±1,5*

	CD3+CD4+ (%)
	38,9±2,5
	41,9±1,8
	44,7±1,3*/***

	CD3+ CD8+ (%)
	24,5±2,2
	24,9±1,8
	24,9±1,7

	Индекс CD4+ /CD8+
	1,6±0,5
	1,4±0,3
	1,8±0,5

	РБТЛ на ФГА (%)
	36,0±2,5
	39,9±2,1
	46,9±1,5*/**

	Контрольная гр. n=27

	CD3+ (%)
	64,0±1,9
	64,1±2,0
	65,2±2,5

	CD3+CD4+ (%)
	39,2±2,2
	39,0±2,0
	41,2±1,3***

	CD3+ CD8+ (%)
	24,3±1,9
	24,2±20,0
	24,5±2,1

	Индекс CD4+ /CD8+
	1,6±0,4
	1,9±0,5
	1,7±0,5

	РБТЛ на ФГА (%)
	36,9±2,9
	37,5±2,5
	42,1±1,9**


*- р< 0,05-достоверно внутри групп[1-3],  ** р< 0,05-достоверно между группами,  ****- р< 0,1  (между группами)
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