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Сепсис и гнойно-воспалительные заболевания занимают существенное место в структуре заболеваемости и смертности детей, в том числе, новорожденных и недоношенных, как в России, так и за рубежом, поэтому проблема оптимизации лечения тяжёлых инфекций у новорожденных детей не теряет своей актуальности во всех странах мира. Показатели летальности от сепсиса остаются стабильно высокими в различных странах и составляют 30–40%. Самые высокие показатели летальности (до 68%) отмечаются среди глубоконедоношенных детей с экстремально низкой массой тела при рождении (менее 1000 г) [14, 18, 20, 25, 27, 42, 43].

Несмотря на широкое применение антибактериальной терапии, в последние годы отмечается тенденция к росту числа детей, больных сепсисом. Это связано с рядом неблагоприятно воздействующих на иммунную систему факторов: экологических, психоэмоциональных, а также с широким внедрением инвазивных методов диагностики и лечения, с усовершенствованием медицинских технологий и появлением возможности выхаживания детей с малым ГВ и ЭНМТ при рождении. 
Кроме того, к факторам риска развития раннего неонатального сепсиса новорожденных внутриутробное инфицирование, травматизация в родах, преждевременный разрыв околоплодных оболочек, безводный период более 12 часов, лихорадка у матери в родах, развитие хорионамнионита или эндометрита у матери в раннем послеродовом периоде, тяжелая перинатальная гипоксия (лактат-ацидоз и снижение оценки по шкале Апгар менее 5 баллов). В то же время длительное пребывание в отделении реанимации и интенсивной терапии, необходимость применения инвазивных методов лечения (ИВЛ, катетеризация кровеносных сосудов и мочевого пузыря, зондирование желудка) могут послужить причинами для развития позднего неонатального сепсиса [9, 14, 19, 20, 21 ,25, 39].
В последние годы во всем мире пристальное внимание исследователей и практических врачей (акушеров-гинекологов, неонатологов, педиатров) уделяется комплексу проблем, связанных с изучением онтогенеза иммунной системы в норме и функционированием её при патологических состояниях, особенно при тяжелых бактериальных инфекциях в перинатальном периоде и в раннем детском возрасте [5, 6, 31, 35, 40, 41]. По значимости для становления иммунной системы перинатальный период уникален и не сопоставим ни с одним другим возрастным периодом [6, 7, 30]. Созревание, дифференцировка лимфоцитов и приобретение ими антигенраспознающего репертуара, формирование иммунного ответа, иммунной памяти, цитотоксичности, феномен иммунной толерантности, имеющий место у новорожденных детей, – вот далеко не полный перечень основных событий, происходящих в перинатальном периоде и раннем детском возрасте [14, 17, 24, 25].

Характер течения периода внутриутробного развития плода и периода новорожденности в значительной степени определяет будущее состояние здоровья и качество жизни человека. Иммунная система является интегрирующей и, наряду с центральной нервной системой и эндокринной системой, участвует в поддержании гомеостаза организма ребенка и установлении оптимального баланса во взаимоотношениях с окружающей средой. Иммунные механизмы участвуют в патогенезе основных заболеваний перинатального периода и во многом обуславливают возможность полноценной реабилитации заболевшего ребенка [2, 5, 6].

Кроме того, особый интерес представляет собой перспектива возможного изучения фенотипа лимфоцитов, маркеров их активации, применение полученных данных в диагностике различных патологических состояний и прогнозировании исхода заболевания.

Известно, что маркерами воспалительной реакции являются лейкоцитоз или лейкопения, нейтрофилез или нейтропения, сдвиг лейкоцитарной формулы до юных форм гранулоцитов. В то же время отсутствуют систематизированные факты статистического анализа клинических наблюдений, характеризующие роль лимфоцитов в иммунной защите новорожденных детей различного ГВ при физиологическом и осложненном течении неонатального периода, изменение их количества в динамике при генерализованных и локализованных инфекциях, диагностическую и прогностическую роль лимфопенических состояний. 

В процессе и сразу после рождения ребенка устанавливается тесный контакт стерильного организма малыша с экзогенными антигенами. В первую очередь, микроорганизмами заселяются слизистые оболочки респираторного, желудочно-кишечного, урогенитального трактов и кожа. Сложные процессы перераспределения клеток иммунной системы между органами иммунопоэза, сосудистым руслом и тканями, изменения функциональной активности клеток по сравнению с периодом внутриутробного развития отражаются в происходящем на первой неделе жизни физиологическом перекресте в формуле крови. Он проявляется резким уменьшением количества циркулирующих нейтрофилов, возрастанием доли моноцитов, эозинофилов и перераспределением субпопуляций лимфоцитов (увеличением в циркуляции доли CD4+ лимфоцитов, уменьшением процента цитотоксических CD8+ лимфоцитов, возрастанием иммунорегуляторного индекса).

Рассматривая тему лимфоцитоза и лимфопении при бактериальных инфекциях у новорожденных, в первую очередь, следует упомянуть о том, что многолетние исследования в области неонатального сепсиса привели заключению о существовании, по крайней мере, двух его вариантов: гипоэргического и гиперэргического.

Различия между гипоэргическим и гиперэргическим вариантами касаются характера и длительности антенатально действовавших неблагоприятных факторов, клинического течения сепсиса, клинического анализа крови, показателей гемостаза, некоторых острофазовых белков, ряда иммунных параметров, а также гормонального профиля.

Шабалов Н.П. и соавторы [25] отмечают, что при гипоэргическом течении сепсиса у 75% новорожденных регистрировалась лимфопения (0,6-1,4×109/л), тогда как при гиперэргическом течении – лимфоцитоз (7,5-26,3×109/л) был отмечен у 90% детей.

По данным Иванова Д.О. [10], у 22,4% доношенных детей с гипоэргическим вариантом сепсиса исходно была выявлена лейкопения с выраженной нейтропенией, что в 3 раза чаще, чем при гиперэргическом варианте. При этом у большинства из них также отмечен регенеративный сдвиг. Для детей с гипоэргическим течением сепсиса в начале заболевания была характерна абсолютная лимфопения (41,6% новорожденных детей). При гиперэргическом варианте, напротив, у 72% доношенных детей и у 71,4% недоношенных отмечался выраженный лейкоцитоз, высокая частота лимфоцитоза и моноцитоза, что, по мнению авторов, является благоприятным прогностическим признаком течения заболевания. При гиперэргическом варианте 86,4% детей имели повышенное или нормальное количество нейтрофилов; при этом абсолютное число лимфоцитов значительно колебалось от эпизодов лимфопении до стойкого лимфоцитоза. При гипоэргическом варианте сепсиса лимфопения в разгар процесса отмечалась в 2-3 раза чаще, чем у детей с гиперэргическим вариантом. В связи с этим Иванов Д.О. полагает, что длительная лимфопения (более двух недель) может служить высокочувствительным диагностическим и прогностическим признаком (100%), но не имеет высокой специфичности.

К важнейшим онтогенетическим особенностям неонатальных лимфоцитов относятся их подверженность апоптозу, низкий уровень экспрессии CD40L, крайне важный для кооперации клеток в иммунном ответе. Эти свойства обусловливают гибель неонатальных лимфоцитов путём апоптоза в условиях массивной микробной инвазии.

Godula-Stuglik U. и соавторы [34] определяли абсолютное число лейкоцитов и лимфоцитов, количество CD19+ В-лимфоцитов, CD3+, CD4+, CD8+, CD3/HLA-DR+ лимфоцитов у детей с бактериальным сепсисом. Оказалось, что по сравнению со здоровыми новорожденными при сепсисе наблюдается достоверное повышение числа CD3+ и отношения CD3+/CD4+ и CD4+/CD8+. Однако значимых различий в показателях CD19+ В-лимфоцитов, отношений CD3+/CD8+ и CD3+/HLA-DR+ между группами больных и здоровых детей зарегистрировано не было. Кроме того, авторы определили, что перинатальные факторы риска, такие как асфиксия в родах, осложнения во время беременности и родов, не влияют на количество и соотношение вышеупомянутых субпопуляций лимфоцитов.

В работе Juretic E. et al проводился анализ пуповинной крови 44 недоношенных новорожденных детей, которые были разделены на 2 группы в зависимости от наличия инфекционного заболевания на момент рождения и первых дней жизни [33]. Отмечалось достоверное снижение числа Т-лимфоцитов (CD3+) у инфицированных новорожденных.

Behrendt J. и соавторы [28] исследовали 52 доношенных новорожденных с массой от 2900 г. до 4500 г., у 30-ти из которых была зарегистрирована стафилококковая септицемия. Средние показатели CD3+ (69,2±5,9%), CD4+ (48,9±10,7%), HLA-DR (1,8±0,9%), CD4+/CD8+ (2,97±1,33) в группе новорожденных с инфекционным процессом не отличались достоверно от аналогичных показателей у здоровых новорожденных – CD3+ (69,1±9,0%), CD4+ (47,4±10,6%), HLA-DR (1,5±0,5%), CD4+/CD8+ (2,29±1,29). Однако было выявлено достоверное снижение средних показателей CD8+ (19,2±4,6%) у больных новорожденных по сравнению с группой здоровых детей (CD8+ 23,6±6,6%, p=0,007), а также повышение показателей CD25+ при септицемии (8,5±2,5%) в сравнении с контрольной группой (CD25+ 6,6±1,3%, p=0,01). По мнению исследователей, определение CD25+ может являться информативным методом в оценке тяжести инфекционного поражения новорожденных.

Hodge G. с соавторами [36] полагают, что одним из наиболее информативных методов диагностики неонатальных бактериальных инфекций может являться определение маркеров активации лимфоцитов. Они показали, что у новорожденных детей в возрасте от 2 недель при бактериальных инфекциях отмечается достоверное повышение экспрессии рецептора к интерлейкину-2 (CD25), а также CD69, HLA-DR на Т-лимфоцитах и естественных киллерах. Гиперэкспрессия CD69 на поверхности естественных киллеров может являться высокочувствительным маркером диагностики неонатального сепсиса.
В запуске активации лимфоцитов ведущую роль играет цитокиновая сеть, которая отвечает за процессы реализации системной воспалительной реакции и адаптивного иммунного ответа. Основными источниками цитокинов являются Т-клетки и активированные макрофаги, однако другие виды лейкоцитов, эндотелиоциты посткапиллярных венул, тромбоциты и различные типы стромальных клеток также принимают участие в этом процессе. Цитокины приоритетно действуют в очаге воспаления и на территории реагирующих лимфоидных органов, выполняя в итоге ряд защитных функций, участвуя в процессах заживления ран и защиты клеток организма-хозяина от патогенных микроорганизмов. 

К сожалению, в современной литературе вопрос о патогенетическом значении, а также диагностической и прогностической информативности лимфопении при инфекционных поражениях у новорожденных детей освещен недостаточно подробно. 
Исследование Felmet K.A. et al. [32] позволяет предположить, что пролонгированная лимфопения у новорожденных ведет к развитию различных нозокомиальных инфекций, апоптоз-ассоциированному снижению уровня лимфоцитов и смерти. Кроме того, авторы выявили, что пролонгированная гиперпролактинемия является предрасполагающим фактором у детей в тяжелом состоянии для манифестации длительной лимфопении вследствие апоптоз-ассоциированного снижения уровня лимфоцитов. Известно, что наиболее простой метод оценки состояния лимфоцитарного звена – это определение абсолютного числа лимфоцитов (АЧЛ). Felmet K.A. и соавторы отмечают, что пролонгированная лимфопения (АЧЛ<1×109/л) регистрируется только у детей с полиорганной недостаточностью и четко коррелирует с развитием нозокомиальных инфекций. Авторы сообщают, что АЧЛ<1×109/л в течение 7 и более дней является четким прогностическим критерием, свидетельствующим о высоком риске летального исхода. Кроме того, было доказано, что у детей, умерших от полиорганной дисфункции или тяжелых нозокомиальных инфекций, отмечалось апоптоз-ассоциированное снижение уровня В-клеток, Т-клеток и дендритных клеток. Фактором риска для возникновения апоптоз-ассоциированного снижения уровня лимфоцитов может являться пролонгированная гипопролактинемия, которая очень часто не диагностируется.

Hotchkiss и соавторы [37] отмечают, что пациенты с длительностью течения сепсиса менее 7 дней имеют большее число лимфоцитов, чем при более продолжительном периоде болезни (>7 дней). Исследователи наблюдали при сепсисе снижение количества, в первую очередь, Т-хелперов (CD4) и В-лимфоцитов (CD20 и CD21), при этом более 3% клеток находилось в состоянии апоптоза.

Таким образом, приведенные выше литературные данные свидетельствуют о важных онтогенетических особенностях лимфоцитов у здоровых новорожденных детей (достоверно сниженное количество Т-лимфоцитов с маркерами CD3+ и CD4+), при этом у недоношенных детей снижение количества CD4+ было более выраженным, чем у доношенных. В то же время при развитии инфекционных заболеваний количественный дефицит основных функциональных субпопуляций лимфоцитов усугубляется за счет снижения количества цитотоксических CD8+-лимфоцитов, NK-клеток, а также В-лимфоцитов. Изложенная выше информация о возрастных особенностях и важных функциональных свойствах лимфоцитов в иммунном ответе свидетельствует о необходимости углубленного изучения реальной частоты встречаемости абсолютной лимфопении при различных видах патологии неонатального периода. Представляется крайне важным изучить частоту лимфопении у детей различного гестационного и постнатального возраста, с положительными и отрицательными результатами посева крови. Критически важным для практической неонатологии и педиатрии является исследование прогностической значимости абсолютной лимфопении и ее возможной взаимосвязи с высоким риском летального исхода при тяжелых формах патологии неонатального периода. 
Изучение диагностической и прогностической роли абсолютной лимфопении становится особенно актуальным в связи с появлением в арсенале практических врачей новых препаратов, относящихся к медиаторам иммунной системы, являющихся факторами роста лимфоцитов и позволяющих корригировать абсолютную лимфопению. 

При проведенном нами ретроспективном анализе историй болезни детей, находившихся на лечении в ДГКБ №13 им. Н.Ф.Филатова с 2003 по 2005 гг., случаи абсолютной лимфопении по общему анализу крови были зафиксированы у 168 из 279 детей в возрасте от 1 до 216 суток жизни (60,2%). При этом у 90 из 168 (53,6%) детей снижение количества лимфоцитов в общем анализе крови ниже 2×109/л отмечалось лишь один раз за время наблюдения, а у 78 из 168 (46,4%) детей отмечены повторные эпизоды абсолютной лимфопении.

Результаты ретроспективного анализа позволили охарактеризовать частоту встречаемости абсолютной лимфопении при различных заболеваниях периода новорожденности, которая представлена на рисунке 1.
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Рисунок 1.Частота абсолютной лимфопении при основных патологических состояниях неонатального периода у детей, находившихся на стационарном лечении в ДКБ№13 имени Н.Ф.Филатова с 2003 по 2005 гг.
В таблице 1 отражены результаты статистического сопоставления частот развития абсолютной лимфопении при основных заболеваниях неонатального периода.

Таблица 1. Частота абсолютной лимфопении при различных патологических состояниях периода новорожденности по результатам ретроспективного анализа 
	Частота абсолютной лимфопении
	Р



	При неонатальном сепсисе

17 из 20 (85%)
	При локализованных бактериальных инфекциях - 75 из 108  (68%)
	0,27

	При неонатальном сепсисе

17 из 20 (85%)
	При внутриутробных герпесвирусных инфекциях  - 6 из 11  (54,5%)
	0,095

	При неонатальном сепсисе

17 из 20  (85%)
	При неинфекционной патологии

70 из 140   (50%)
	0,004

	При локализованных бактериальных инфекциях - 75 из 108  (68%)
	При неинфекционной патологии

70 из 140 (50%)
	0,003

	При инфекционной патологии

98 из 139 (70,5%)
	При неинфекционной патологии

70 из 140   (50%)
	<0,001


Таким образом, как при генерализованных, так и при локализованных инфекционных заболеваниях абсолютная лимфопения встречалась статистически значимо чаще, чем при неинфекционной патологии. При сепсисе абсолютная лимфопения развивалась чаще, чем при локализованных бактериальных инфекциях или врожденных герпесвирусных инфекциях, однако различия не достигали статистической значимости.

Нами был проведен ретроспективный анализ частоты лимфопении у новорожденных детей с осложненным течением неонатального периода в зависимости от ГВ (см. табл.2).

Таблица 2. Частота лимфопении при основных патологических состояниях неонатального периода у детей различного гестационного возраста.
	Гестационный возраст.
	Неонаталь-ный сепсис
	Локализован-ные формы бактериальной инфекции
	Тяжелые поражения ЦНС


	Внутри-утробные вирусные инфекции
	Без инфекции
	Всего

	38-41 недель
	9 

(10,5%)
	23
(26,7%)
	9
(10,5%)
	3
(3,5%)
	42
(48,8%)
	86

	32-37 недель
	4 

(7,3%)
	21
(38,2%)
	6
(10,9%)
	2
(3,6%)
	22
(40%)
	55

	31 и менее недель
	4 

(14,8%)
	9
(33,3%)
	7
(25,9%)
	1
(3,7%)
	6
(22,3%)
	27

	Всего детей
	17 

(10,1%)
	53
(31,6%)
	22
(13,1%)
	6
(3,6%)
	70
(41,6%)
	168



Абсолютная лимфопения была зарегистрирована у больных новорожденных детей различного ГВ не только доношенных, но и глубоконедоношенных детей с экстремально низкой массой тела при рождении. Статистически значимых различий частот лимфопении при основных патологических состояниях у новорожденных детей различного ГВ выявлено не было.

Полученные при ретроспективном анализе данные впоследствии подтвердились при обследовании детей, находившихся под нашим собственным наблюдением. По гестационному возрасту эти 138 детей распределились следующим образом: 48 детей (34,8%) были доношенными, 56 детей (40,6%) – со сроком гестации 32-37 недель, 34 ребенка (24,6%) – со сроком гестации менее 31 недели. Частота встречаемости абсолютной лимфопении у больных новорожденных детей, находившихся под нашим наблюдением в 2005-2008 годах, представлена в таблице 3.

Таблица 3. Частота абсолютной лимфопении в группах больных новорожденных детей в зависимости от гестационного возраста.
	Частота абсолютной лимфопении

при различном сроке гестации
	Р

	У детей 25-31 недель

25 из 34 (73,5%)
	У детей 32-37 недель

41 из 56 (73,2%)
	1,0

	У детей 25-31 недель

25 из 34  (73,5%)
	У детей 38-41 недель

39 из 48  (81,3%)
	0,43

	У детей 32-37 недель

41 из 56  (73,2%)
	У детей 38-41 недель

39 из 48  (81,3%)
	0,36

	Недоношенные всего

66 из 90  (73,3%)
	Доношенные всего

39 из 48  (81,3%)
	0,4


Таким образом, лимфопения может развиваться при осложненном течении неонатального периода независимо от срока гестации.

В течение последнего десятилетия в медицинской литературе широко дискутируется вопрос о частоте и неблагоприятной прогностической значимости феномена абсолютной нейтропении при тяжелых неонатальных инфекциях. По данным литературы, за критерий абсолютной нейтропении в периоде новорожденности принимают количество нейтрофилов менее 1,5×109/л. Для недоношенных детей на первой неделе жизни ряд авторов считает применимым порог менее 1,75×109 нейтрофилов в литре. Многочисленные работы указывают на неблагоприятную прогностическую значимость возникновения абсолютной нейтропении при неонатальном сепсисе, поскольку при нейтропении увеличивается риск летального исхода. В то же время в литературе практически отсутствуют сведения о частоте и прогностической значимости феномена абсолютной лимфопении при неонатальном сепсисе. В связи с этим мы провели сравнительный анализ частоты встречаемости нейтропении и лимфопении при раннем неонатальном сепсисе на однородной выборке из 79 детей, находившихся на лечении в ОРИТ №1 и №2 ГБ№8 Департамента Здравоохранения г. Москвы. Ранний неонатальный сепсис был документирован у всех 79 детей в возрасте 48-72 часов жизни на основании критериев Российской Ассоциации Специалистов Перинатальной Медицины [14].

В возрасте 48-72 часов жизни в группе из 6 доношенных детей количество лейкоцитов по общему анализу крови варьировало от 15,5 до 37,6×109/л, абсолютное количество нейтрофилов - от 7,9 до 30,5×109/л, а абсолютное количество лимфоцитов - от 2,8 до 16,6×109/л. То есть, среди доношенных детей с ранним неонатальным сепсисом ни абсолютной лимфопении, ни абсолютной нейтропении на 3-4 сутки жизни зарегистрировано не было.

В группе из 27 детей со сроком гестации 32-37 недель в возрасте 48-72 часов жизни количество лейкоцитов колебалось от 4,3 до 77,8×109/л, абсолютное количество нейтрофилов было от 1,78 до 57,6×109/л, а абсолютное количество лимфоцитов - от 0,6 до 13,1×109/л. В данной группе были выявлены 6 детей с абсолютной лимфопенией (22,2%) и 1 ребенок (3,7%) с абсолютной нейтропенией.

В группе глубоконедоношенных детей со сроком гестации менее 31 недели в возрасте 48-72 часов количество лейкоцитов колебалось от 2,8 до 71,5×109/л, количество нейтрофилов - от 0,79 до 52,9×109/л, а количество лимфоцитов - от 0,86 до 10,7×109/л. Среди глубоконедоношенных детей с ранним неонатальным сепсисом были выявлены 9 детей с абсолютной лимфопенией (19,6%) и 2 ребенка (4,3%) с абсолютной нейтропенией. Статистически значимых различий частот абсолютной лимфопении в зависимости от ГВ у детей, страдающих ранним неонатальным сепсисом, обнаружено не было, что совпало с результатами ретроспективного анализа.

Таким образом, абсолютная лимфопения <2,0×109/л отмечалась у 15 детей с ранним неонатальным сепсисом из 79 (18,98%), а абсолютная нейтропения <1,8×109/л - у 3 детей из 79 (3,8%). Частота развития лимфонении и нейтропении не зависит от ГВ, однако лимфопения развивается статистически значимо чаще, чем нейтропения, на 3-4 сутки жизни детей с ранним неонатальным сепсисом (р=0,015).

Чтобы изучить возможную взаимосвязь развития абсолютной лимфопении и постанатального возраста, мы ретроспективно проанализировали все общие анализы крови больных детей в динамике (см. табл. 4). 
Таблица 4. Частота лимфопении у больных новорожденных детей различного постнатального возраста по результатам ретроспективного анализа.
	Возраст детей (сутки жизни).
	Всего проб крови 
	Всего проб крови с лимфопенией
	Всего детей с повторяющейся лимфопенией

	
	
	Абсолютное количество проб крови с лимфопенией
	% от общего числа проб крови
	Количество детей со стойкой лимфопенией.
	% от всех детей с лимфопенией

	0-7
	229
	111
	48,5
	21 из 68
	31

	8-14
	185
	67
	36,2
	8 из 51
	15,7

	15-21
	149
	31
	20,8
	4 из 23
	17,4

	22-28
	50
	21
	42,5
	4 из 13
	30,8

	Более 28.
	28
	13
	46,1
	7 из 20
	35


Нами было выявлено, что абсолютная лимфопения хотя бы однократно отмечается в течение всего неонатального периода в 48,5% случаев. Кроме того, были получены статистически значимые различия частот лимфопении между разными возрастными группами новорожденных детей (таблица 5) без учета вида патологии. Так, на 1-ой неделе жизни абсолютная лимфопения регистрировалась чаще, чем на 2-ой и 3-ей неделях жизни.
Таблица 5. Частота абсолютной лимфопении у новорожденных детей различного постнатального возраста при осложненном течении неонатального периода по результатам ретроспективного анализа 

	Частота лимфопении
	Р

	На 1-ой неделе жизни

111 из 229  (48,5%)
	На 2-ой неделе жизни

67 из 185  (36,2%)
	0,013

	На 1-ой неделе жизни

111 из 229  (48,5%)
	На 3-ей неделе жизни

31 из 149 (20,8%)
	0,003

	На 2-ой неделе жизни

67 из 185  (36,2%)
	На 3-ей неделе жизни

31 из 149 (20,8%)
	<0,001



Ретроспективный анализ показал, что в большинстве случаев абсолютная лимфопения в неонатальном периоде является однократной. Такая транзиторная лимфопения не требует специфической коррекции и самопроизвольно купируется на фоне адекватной комплексной этиотропной и патогенетической терапии. По-видимому, особую клиническую значимость представляют случаи стойкой и повторяющейся в динамике лимфопении, которая, по нашим данным, регистрировалась в 11,9-19% всех случаев абсолютной лимфопении у новорожденных детей. Статистически значимых различий частот стойкой лимфопении на разных неделях периода новорожденности не было выявлено.

Нами был проведен ретроспективный анализ частоты лимфопении у больных новорожденных детей при различных исходах заболевания. Из 279 детей у 11 детей (3,94%) отмечался летальный исход. Среди 11 умерших детей 5 детей (45,5%) были доношенными, 2 ребенка (18,2%) – 32-37 недель гестации, 4 ребенка (36,3%) были глубоконедоношенными (менее 31 недели гестации).

При летальном исходе абсолютная лимфопения развивалась в 100% [95% ДИ; 72%-100%] случаев, причем она регистрировалась по общему анализу крови два и более раз. У всех умерших детей отмечалась тяжелая инфекционная патология (сепсис) как основное заболевание или тяжелые инфекционные осложнения послеоперационного периода (двухсторонняя крупноочаговая пневмония, генерализованный кандидоз).

Частота развития абсолютной лимфопении при летальном исходе составила 11 из 11 случаев (100%), а при благоприятном исходе заболевания лимфопения регистрировалась в 157 из 268 случаев (58,6%), различия частот были статистически значимыми (р=0,004).

Сходные данные мы получили и при анализе частоты абсолютной лимфопении у наблюдаемых нами больных новорожденных детей при неблагоприятном исходе заболевания. При анализе лабораторных данных 105 детей с абсолютной лимфопенией было выявлено, что однократно за время наблюдения она отмечалась у 64 детей (61%), при этом 6 из них скончались (летальность в группе детей с однократным эпизодом лимфопении - 9,4%). В группе детей со стойкой лимфопенией, зарегистрированной в нескольких анализах крови в динамике, из 41 (39% от всех детей с абсолютной лимфопенией) умерло 12 детей. Таким образом, уровень летальности в группе новорожденных детей с повторяющейся (стойкой) лимфопенией составил 29,3% и был статистически значимо выше, чем у детей с однократным эпизодом лимфопении (р=0,02).


Нами отмечено, что уровень летальности увеличивается по мере уменьшения абсолютного количества лимфоцитов. Так, в нашей общей выборке, в группе больных новорожденных, имевших хотя бы однократно в периферической крови количество лимфоцитов <3,0×109/л, уровень летальности составил 18,4%. В группе детей с количеством лимфоцитов <2,5×109/л летальность увеличивалась до 20,2%. В группе детей с количеством лимфоцитов <2,0×109/л уровень летальности составил 20,3%. В группах новорожденных детей с количеством лимфоцитов <1,5×109/л и <1,0×109/л уровень летальности достигал 23,3% и 25%, соответственно.

Повторяющаяся (стойкая) лимфопения была зарегистрирована у 14 из 18 умерших детей (77,8%) и у 32 из 120 выживших детей (26,7%); (р<0,001). Это может указывать на непосредственную взаимосвязь между развитием абсолютной лимфопении как проявлением иммунной недостаточности и смертельным исходом, а также на особо неблагоприятную прогностическую значимость феномена стойкой абсолютной лимфопении.

Чтобы изучить возможную взаимосвязь абсолютной лимфопении с природой возбудителей инфекционных заболеваний в неонатальном периоде, нами было проанализировано 403 посева крови, сделанных наблюдаемым 138 детям за время пребывания их в стационаре. Из 403 посевов крови отрицательный результат дали 276 посевов (68,5%), положительных посевов крови было 127 (31,5%). Было установлено, что частота абсолютной лимфопении не различалась в группах больных с положительными (50/276; 18,1%) или отрицательными (25/127; 19,7%) результатами посевов крови на стерильность (р=0,78).

Не удалось выявить взаимосвязь между частотой абсолютной лимфопении и различными видами возбудителей, высеваемых из крови новорожденных при положительных результатах гемокультуры. Среди 127 положительных посевов крови выявлено 88 (69,3%) случаев обнаружения грамположительных бактерий, при этом в 20 случаях из 88 (22,7%) была отмечена абсолютная лимфопения в данный момент наблюдения. Кроме того, из 127 положительных гемокультур в 18 случаях отмечался рост грамотрицательных возбудителей (14,2% от общего числа положительных посевов крови), и только у одного ребенка (5,6%) в данный момент регистрировалась абсолютная лимфопения по общему анализу крови. Различия частот абсолютной лимфопении между группами детей с документированным ростом грамположительных и грамотрицательных возбудителей из крови не достигали величин статистической значимости (Р=0,12).

В 23 из 127 положительных посевов крови (18,1%) был выявлен рост грибов рода Candida, при этом в 3 случаях он сопровождался снижением абсолютного количества лимфоцитов (13%). Статистически значимого различия частот лимфопении между группами детей с ростом из крови грамположительных возбудителей или грибов рода Candida выявлено не было (р=0,23), как и между группами с ростом из крови грамотрицательных возбудителей и грибов рода Candida (Р=1,0). Следовательно, частота развития абсолютной лимфопении не связана с результатом посева крови (с фактом бактериемии), а также не зависит от природы возбудителя.
Таким образом, ретроспективный анализ архивных историй болезни детей с осложненным течением неонатального периода и анализ собственных наблюдений свидетельствуют о том, что развитие абсолютной лимфопении может отмечаться у новорожденных детей любого гестационного и постнатального возраста, чаще регистрируется при инфекционной патологии (неонатальный сепсис) и на первой неделе жизни детей, но не взаимосвязано с результатами посева крови на стерильность и с природой высеваемого возбудителя. При раннем неонатальном сепсисе у недоношенных детей абсолютная лимфопения развивается значимо чаще, чем нейтропения. Развитие стойкой лимфопении у детей в отделениях реанимации и интенсивной терапии новорожденных является неблагоприятным прогностическим признаком и свидетельствует о высоком риске летального исхода. Следовательно, необходимо дальнейшее углубленное исследование феномена абсолютной лимфопении при патологии неонатального периода, изучение возможных механизмов ее развития и разработка способов ее коррекции.
Известно, что на количество лимфоцитов может оказывать непосредственное влияние цитокиновый статус новорожденных детей в ходе развития инфекции. Исследователями продемонстрировано физиологическое снижение уровня ИЛ-2 в периферической крови на 5 сутки жизни по сравнению с таковым в пуповинной крови. Тем не менее количество CD4+ и CD8+ лимфоцитов, продуцирующих ИЛ-2, выше у относительно здоровых новорожденных детей различного гестационного возраста по сравнению со взрослыми. При тяжелых неонатальных инфекциях и сепсисе многими авторами доказано увеличение экспрессии рецептора к ИЛ-2 на различных субпопуляциях лимфоцитов. Это может косвенно свидетельствовать о дефиците эндогенного ИЛ-2 и повышенной потребности в нем лимфоцитов.
Рекомбинантные цитокины представляют собой современные биотехнологические продукты, генно-инженерные аналоги эндогенных цитокинов [1, 3, 4, 11, 12, 13, 22, 23], которые обладают как замещающими, так и индуктивными (регуляторными) эффектами.

Повышенный интерес к изучению цитокинов основан на многообещающей перспективе их клинического использования для лечения широко распространённых заболеваний, в том числе онкопатологии и инфекционных заболеваний. В России ведутся разработки лекарственных препаратов на основе природных и рекомбинантных цитокинов. Созданы и внедрены в клиническую практику следующие отечественные препараты: Беталейкин (рекомбинантный ИЛ-1β человека), Ронколейкин (рекомбинантный ИЛ-2 человека), Суперлимф для местного применения (комплекс природных цитокинов).

Говоря о преимуществах цитокиновых препаратов по сравнению с другими иммуномодуляторами, следует отметить, в первую очередь, что при применении рекомбинантных цитокинов возможно точное прогнозирование и контроль иммунного эффекта, выраженность иммунотерапевтического эффекта зависит от применяемой дозы цитокинового препарата, высокая иммунотропная активность цитокинов достигается при использовании небольших терапевтических доз. Рекомбинантные цитокины обладают намного более выраженным и селективным иммунокорригирующим эффектом по сравнению с современными неспецифическими иммуномодуляторами [8, 9, 16].

В последние годы в клиническую практику был внедрен препарат рекомбинантного интерлейкина-2 (рИЛ-2) человека (Ронколейкин®, ООО «Биотех», г. Санкт-Петербург), который показал высокую клиническую эффективность при лечении хирургического сепсиса и тяжелых инфекционных заболеваний, сопровождающихся развитием «иммунопаралича» [15].
В 1989 году биотехнологическая компания «Биотех», организованная на базе лаборатории биохимической генетики Санкт-Петербургского государственного университета, создала штамм непатогенных дрожжей-сахаромицетов, продуцирующий рекомбинантный ИЛ-2. Ронколейкин®, являясь полным структурным и функциональным аналогом эндогенного ИЛ-2, обладает тем же спектром функциональной активности. Препарат получают методами генной инженерии из клеток-продуцентов – рекомбинантного штамма непатогенных пекарских дрожжей вида Saccharomyces cerevisiae, в генетический аппарат которого встроен ген человеческого ИЛ-2. Активная субстанция Ронколейкина® – рекомбинантный дрожжевой ИЛ-2 человека – является полипептидом, состоящим из 133 аминокислот с молекулярной массой около 15,4 кДа. Он способен восполнять дефицит ИЛ-2 и воспроизводит его эффекты как одного из ключевых компонентов цитокиновой сети.
Ронколейкин® прошел все необходимые стадии доклинических и клинических испытаний, был зарегистрирован в Российской Федерации и разрешён для медицинского применения и промышленного выпуска Приказом Министерства здравоохранения и медицинской промышленности Российской Федерации № 249 от 31 августа 1995г. С 6 февраля 2008 года на основании успешных результатов клинических испытаний препарат был разрешен к применению в педиатрии, в том числе в неонатологии [8, 9].

При изучении клинической эффективности Ронколейкина, под нашим наблюдением находились 145 детей, которые были разделены на 2 группы по факту получения Ронколейкина®. Основную группу составили 85 детей с осложненным течением неонатального периода, развивших абсолютную лимфопению по общему анализу крови и получавшие помимо базисной терапии иммуномодулирующую терапию препаратом рекомбинатного интерлейкина-2 человека – Ронколейкин®. 

Контрольную группу составили 60 новорожденных детей с осложненным течением неонатального периода, сопровождавшимся абсолютной лимфопенией, получавших только базисную комплексную терапию без дополнительной иммунокоррекции.

Таблица 6. Характеристика групп детей с осложненным течением неонатального периода и абсолютной лимфопенией, получавших и не получавших препарат «Ронколейкин».

	
	С Ронколейкином

(n = 85)
	Без Ронколейкина

(n = 60)
	р

(ТКФ)

	
	Me [LQ; UQ] 

(min-max)
	Me [LQ; UQ]

(min-max)
	

	Гестационный возраст (недели)
	33 [30; 39 ]

(25-41)
	33 [30; 37]

(26-40)
	0,94

	Масса тела (граммы)
	1940 [1360; 2830]

(750-4200)
	2000 [1370; 2745]

(745-4100)
	0,93

	Длина тела (см)
	44 [38; 50]

(31-56)
	43 [38,5; 48]

(31-55)
	0,74

	Оценка по Апгар на 1 минуте жизни (баллы)
	6 [4; 7]

(1-8)
	6 [5; 7]

(1-8)
	0,93

	Оценка по Апгар на 5 минуте жизни (баллы).
	7 [6; 8]

(3-9)
	7 [6; 7]

(3-9)
	0,13


В соответствии с международными критериями оценки выживаемости при исследовании эффективности препаратов в клинической практике учитывали летальность в течение 28 суток, следующих за введением Ронколейкина. Показатель летальности в основной группе составил 8% (7/85), а в группе сравнения - 20% (12/60) (р=0,047, ТКФ). Среди детей, не имевших показаний к хирургическому лечению, умерли 1 ребенок из 60 получавших Ронколейкин, и 7 из 50 детей группы сравнения (1,7% против 14%, соответственно; р=0,02, ТКФ; отношение шансов (Odds Ratio) = 9,6 (1,1 - 218,9); относительный риск (Relative Risk) = 8,4 (1,1 - 184,3).
Было установлено, что все 19 умерших детей (7 умерших детей основной группы и 12 умерших детей группы сравнения) имели стойкую абсолютную лимфопению. Среди детей обеих групп, имевших однократный эпизод абсолютной лимфопении, летальных исходов не отмечалось.
Таблица 7. Сравнение клинических показателей у детей, получивших и не получивших Ронколейкин, во второй точке исследования.
	Показатель клинического состояния
	Дети, получавшие Ронколейкин
(n = 83)
	Дети без иммунокоррекции

(n = 59)
	р (ТКФ)

	
	n
	%
	n
	%
	

	Пневмония
	31
	37,3
	47
	79,7
	<0,001

	ИВЛ
	29
	34,9
	38
	64,4
	<0,001

	Полное парентеральное питание
	12
	14,4
	18
	30,5
	0,03

	Полное энтеральное питание
	12
	14,4
	2
	3,4
	0,04


Сразу после завершения курса Ронколейкина (во второй точке) в клиническом состоянии детей основной и контрольной групп были зарегистрированы статистически значимые различия (табл. 7). Из табл. 7 следует, что в основной группе после окончания курса Ронколейкина количество детей, имевших пневмонию, нуждавшихся в проведении ИВЛ и полного парентерального питания, было меньше по сравнению с группой сравнения. Это может свидетельствовать о клинической эффективности адъювантной иммунотерапии Ронколейкином при тяжелых инфекционных заболеваниях у детей, развивших абсолютную лимфопению.

Важно отметить, что до 29-ых суток от момента включения в исследование состояние 41 ребенка (49,4%) из 85 детей, получивших Ронколейкин, стало удовлетворительным, были купированы очаги инфекции, нормализовались лабораторные показатели, и эти дети были выписаны из стационара под наблюдение участкового педиатра. В контрольной группе детей, не получивших терапию Ронколейкином, до 3-ей точки удовлетворительным стало состояние только у 10 детей из 60 (16,7%), у них было констатировано выздоровление, и они были выписаны домой. Различия количества детей основной и контрольной группы, выписанных домой до 29-ых суток от момента включения в исследование, были статистически значимыми (р=0,024, ТКФ).

К 29-м сутками от момента включения в исследование в стационаре остались только дети, страдающие тяжелой патологией, требующей длительного лечения. Тем не менее в группе детей, получивших терапию Ронколейкином, по сравнению с детьми контрольной группы отмечаются различия по количеству пневмоний (р=0,009, ТКФ).

В динамике в течение месяца от включения в исследование локализованные очаги инфекции были купированы эффективнее в группе детей, получивших Ронколейкин®, по сравнению с контрольной группой (p<0,001).

Санация крови быстрее возникала у детей, получивших Ронколейкин®, по сравнению с детьми, получавшими только комплексную базисную терапию. Более того, в контрольной группе через неделю от включения в исследование отмечалось увеличение количества детей с документированной бактериемией по сравнению с количеством детей основной группы, имевших позитивную гемокультуру в первой точке.

При анализе показателей гемограммы через неделю от момента включения в исследование было выявлено, что у детей, получавших Ронколейкин®, абсолютное и относительное количество лимфоцитов становилось более высоким по сравнению с детьми, получавшими базисную терапию. В то же время у детей основной группы отмечалось уменьшение нейтрофилеза и доли сегментоядерных гранулоцитов по сравнению с контрольной группой, что свидетельствует об уменьшении интенсивности  воспаления (табл. 8).

Таблица 8. Показатели гемограммы у детей с гнойно-септической патологией, получавших и не получавших Ронколейкин во второй точке.

	Параметр
	С Ронколейкином

n=83
	Без Ронколейкина
n=59
	р

(U-test)

	
	Me [LQ; UQ]
	Me [LQ; UQ]
	

	Нейтрофилы (%)
	50 [41; 67]
	59 [50; 70]
	0,004

	Сегментоядерные гранулоциты (%)
	46 [39; 59]
	55 [45; 64]
	0,007

	Лимфоциты (%)
	37 [25; 44]
	25 [16; 32]
	<0,001

	Лимфоциты (×109/л)
	3,69 [2,62; 5,49]
	3,12 [1,77; 4,6]
	0,011


Об уменьшении интенсивности системного воспалительного ответа после лечения Ронколейкином® говорят более быстрое купирование нейтрофилеза и статистически значимые различия абсолютного количества нейтрофилов и уровней провоспалительного цитокина ИЛ-8 у детей основной (68,2 ± 15,5 пг/мл)) и контрольной (420,7 ± 155,8 (пг/мл)) групп (p(0,05).

После курса Ронколейкина® у пациентов основной группы отмечали достоверное повышение количества различных субпопуляций Т-лимфоцитов, абсолютного количества зрелых Т-лимфоцитов CD3+ (p(0,05), Т-цитотоксических лимфоцитов CD8+ (p(0,001), естественных киллерных клеток CD16+ CD56+ (p(0,001) по сравнению с таковыми в контрольной группе. Все эти субпопуляции лимфоцитов играют важную роль в развитии врожденных и адаптивных механизмов иммунного ответа и элиминации возбудителей инфекционных заболеваний.
В нашей работе для купирования лимфопении в подавляющем большинстве случаев было достаточно одного курса, состоящего из двух внутривенных инфузий Ронколейкина®, однако в трех случаях лимфопения возникала повторно и мы проводили повторные курсы иммунотерапии Ронколейкином® по аналогичной схеме. 

Таким образом, абсолютная лимфопения, выявленная у пациентов в неонатальном периоде, свидетельствует о тяжести инфекционного заболевания независимо от гестационного и постнатального возраста детей, результатов посева крови и природы выявленного возбудителя и является критерием для назначения Ронколейкина®, и контроля за эффективностью иммунокоррекции.
Включение Ронколейкина® в комплексную терапию неонатальных инфекций приводит к сокращению длительности санации локализованных очагов инфекции и крови, укорочению периода катетеризации центральных вен и длительности антибактериальной терапии. Иммунотерапия Ронколейкином® способствует более быстрому улучшению клинического состояния больных детей, нормализации показателей гемограммы и иммунного статуса, уменьшению интенсивности системного воспалительного ответа, снижению уровня летальности.
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