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Одной из важнейших проблем инфекционной патологии органа зрения является офтальмогерпес, ввиду того, что удельный вес гер​петических кератитов составляет 20-50% среди всех воспалитель​ных заболеваний роговицы, занимая первое место среди причин кор-неальной слепоты (60%) (А. А. Каспаров, 1994; Ю. Ф. Майчук, 1990). Несмотря на многолетнюю историю изучения герпетических пора​жений глаз, в патогенезе данной группы заболеваний, имеется еще много нерешенных вопросов, что зачастую приводит к значитель​ным трудностям в их диагностике и терапии.
Исследованиями последних лет было показано, что вирус про​стого герпеса в процессе инфицирования вызывает значительные дис​функциональные нарушения иммунной системы (Б. В. Пинегин, 1997; Б. Ф. Семенов; S.M. Boorstein, R.F. Meyer et al., 1994), или манифес​тация заболевания возникает у иммунологически компрометирован​ных лиц. В реализации острофазного и специфического иммунного ответа участвуют цитокины - биорегуляторные молекулы, опреде​ляющие тип и длительность иммунного ответа, контролирующие активацию и пролиферацию клеток иммунной системы, ангиогенез, воспаление, репаративные процессы и др. Цитокины вырабатыва​ются клетками иммунной системы, а также некоторыми другими клетками (в глазу - клетками цилиарного тела, эндотелием рогови​цы, пигментным эпителием сетчатки, эпителием хрусталика). В еди​ничных работах показана роль отдельных провоспалительных ци-токинов в патогенезе офтальмогерпеса (О. С. Кетлинская, 1995).
Известно, что у больных офтальмогерпесом концентрация одно​го из ключевых цитокинов - IL-2 в слезной жидкости является более высокой, чем у здоровых людей, но из-за наличия в ней при данном заболевании высокой концентрации растворимых рецепторов для IL-2 (s-rIL-2), являющихся его эндогенными антагонистами, эффектив​ная концентрация IL-2 недостаточна для выполнения основных эф​фектов (активация макрофагов, NK-клеток, лимфокинактивирован-ных киллеров и др.), присущих данному цитокину и направленных на элиминацию патогена. Таким образом, очевидным и обоснован​ным является применение рекомбинантного 1L-2 - Ронколейкина®  в лечении герпетических кератитов.

Цель работы: на основании изучения параметров системного и местного (концентрация цитокинов в слезной жидкости) иммуните​та повысить эффективность диагностики, определить иммунопато​логические особенности различных форм герпетического кератита и предложить патогенетически обоснованный метод комплексной дифференцированной системной и местной терапии герпетических кератитов с использованием Ронколейкина®. В соответствии с этим поставлены  следующие задачи:  
1. Используя метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), изу​чить структуру и современные клиникоэпидемиологические особен​ности офтальмогерпеса, определить этиологическую значимость
различных типов герпесвирусов и, в частности, ВПГ-1, ВПГ-2 и их ассоциаций, как возбудителей кератоконъюнктивитов; 
2. Изучить клинико-иммунологические параллели параметров системного и местного иммунитета (концентрация цитокинов в слезной жидкости) в динамике развития заболевания и при различных формах
и вариантах течения офтальмогерпеса, определить их место и значе​ние в механизмах повреждения,  резистентности и саногенеза; 3. На основании полученных данных разработать и внедрить комплексный (в дополнение к стандартной традиционной терапии) па​тогенетически обоснованный метод лечения с дифференцированным системным и местным применением иммуномодулирующей терапии  рекомбинантным IL-2 Ронколейкином®;  
 4. На основании изучения параметров системного и местного иммунитета при различных формах и  вариантах течения герпетическо​го кератита предложить дополнительные критерии излеченности и
прогнозирования заболевания.
Научная новизна исследований

Определены клинико-иммунологические параллели функцио​нальной активности системного и местного иммунитета при различ​ных формах офтальмогерпеса. Исследована взаимосвязь между кон​центрацией цитокинов в слезной жидкости и степенью морфологи​ческих повреждений роговицы, позволяющая судить об адекватнос​ти местного иммунного ответа при развитии инфекционного про​цесса в очаге поражения, а также прогнозировать активность и рас​пространенность воспалительного процесса. Вышеизложенное позволило обосновать необходимость дифференцированной системной и местной иммуномодулирующей терапии Ронколейкином®   и пред​ложить дополнительные критерии излеченности при данной группе заболеваний.
На основании проведенных исследований получены приоритет​ные данные о клинико-иммунологических параметрах местного им​мунитета при различных формах герпетических поражений глаз, показаны особенности этих нарушений в условиях развития патоло​гического процесса и при его терапии, определены показания к на​правленной иммунокоррекции.
Практическая значимость работы

Показана высокая чувствительность полимеразной цепной реак​ции (ПЦР) в офтальмологической практике для детекции отдельных видов герпесвирусов, их ассоциаций, в том числе для одновремен​ной детекции ВПГ-1 и ВПГ-2.
Изучена взаимосвязь между клинической картиной заболевания в сопоставлении с местными и системными реакциями иммунной системы, определена их диагностическая и прогностическая значи​мость, а также механизмы резистентности, саногенеза и прогресси-рования процесса, определены показания для применения иммуно​модулирующей терапии.
Полученные данные легли в основу комплексных методов лече​ния различных вариантов герпетических кератитов с применением рекомбинантной формы IL-2-Ронколейкина®, что обеспечило высо​кий терапевтический эффект, особенно при рецидивирующих и тя​желых формах заболевания, уменьшило количество пациентов со случаями малоэффективной терапии, снизило процент осложненных вариантов течения заболевания, уменьшило трудопотерю за счет снижения периода пребывания на больничном листе, сократило сроки диспансерного наблюдения за данными больными.
Апробация работы: Основные положения диссертации доложе​ны и обсуждены на: 1) клинических конференциях кафедры глазных болезней КГМА (2000, 2001 гг.); 2) заседаниях Краснодарского кра​евого научного общества офтальмологов (2000, 2001 гг.); 3) Международном конгрессе по иммунореабилитации (Нью-Йорк, 2001 г.); 4) Международной конференции офтальмологов (Одесса, 2001 г.).
Основные положения диссертации обсуждены на совместном заседании кафедры глазных болезней и кафедры клинической им​мунологии, аллергологии и лабораторной диагностики ФППВ КГМА. По теме диссертации опубликовано 8 статей, 2 методичес​кие рекомендации, получено положительное решение по заявке на патент № 2000127322/14 с приоритетом от 30.10.2000 г. на «Спо​соб лечения хронических рецидивирующих форм герпетических поражений глаз».
Структура и объем диссертационной работы. Диссертация из​ложена на 158 страницах компьютерного печатного текста; состоит из введения, обзора литературы, результатов собственных исследо​ваний, обсуждения полученных результатов, выводов и практичес​ких рекомендаций, заключения. Библиография включает 101 отече​ственный и 55 иностранных литературных источников; иллюстри​рована 33 таблицами и 12 рисунками.
Содержание работы

Материалы и методы. С 1999 по 2002 год нами обследовано 672 человека с воспалительными заболеваниями глаз. Удельный вес кератоконъюнктивитов, обусловленных ВПГ, составил 28,1%, при этом в виде моно-инфекции ВПГ встречался в 16,8% случаев, а в виде микст-инфекции - в 11,3% случаев. Достаточно часто (45 слу​чаев) инфекция ВПГ ассоциировалась с бактериальной инфекцией, при этом в 60,6% случаев определялся ВПГ 1-го типа, в 28,8% ВПГ 2-го типа и в 10,6% ассоциация ВПГ 1 и 2-го типа. Ассоциации ВПГ с хламидиями диагностированы у 21 пациента, с цитомегаловиру-сом - у 4 и с кандидозом - у 6 больных.
Для выполнения задач диссертационного исследования была сформирована группа, состоящая из 127 человек. Из них: 97 человек-больные с различными формами герпетического кератита, 30 чело​век составили контрольную группу (студенты 5 курса лечебного фа​культета КГМА). 
Согласно классификации А. А. Каспарова (1994), пациенты с гер​петической инфекцией глаз распределились следующим образом: 67 человек с поверхностными формами офтальмогерпеса (древовид​ный кератит - 43 и географический кератит — 24 человека) и 30 боль​ных с глубокими формами офтальмогерпеса (метагерпетический ке​ратит с изъязвлением - 21 и герпетическая язва роговицы - 9).
Методом ПЦР установлено, что при поверхностных формах оф​тальмогерпеса ВПГ 1-го типа был диагностирован в 83,6% случаев, ВПГ 2-го типа в 10,4% и ассоциации ВПГ-1 и 2-го - 6 % соответ​ственно.
При глубоких формах офтальмогерпеса удельный вес встреча​емости ВПГ 2-го типа составил 30%, ВПГ 1-го типа - 60%, а ассо​циации ВПГ 1 и 2-го типов 10% случаев. Подобная тенденция рос​та удельного веса ВПГ 2-го типа при глубоких формах герпетичес​ких поражений глаз согласуется с данными А. А. Каспарова (1998), Ю. Ф. Майчука(1999).
Всем больным проводилось комплексное обследование, включа​ющее в себя анамнестические, офтальмологические (визометрия, биомикроскопия с флюоресцеиновой пробой, альгезиметрия, пнев-мотонометрия, офтальмоскопия), иммунологические и лабораторные исследования, которые проводились в Краевой клинической боль​нице им. С.В. Очаповского на кафедре глазных болезней совместно с кафедрой клинической иммунологии, аллергологии и лаборатор​ной диагностики ФППВ Кубанской государственной медицинской академии (КГМА). Осмотр стационарных больных производился каждый день, амбулаторных - 3 раза в неделю. Все пациенты прохо​дили серологическое обследование на сифилис и ВИЧ-инфекцию. Для исключения хламидийной и цитомегаловирусной инфекции глаз использовали метод ПЦР с соответствующими тест-системами ЗАО «ВСМ», Россия.
Для мониторинга популяционного и субпопуляционного соста​ва лимфоидных клеток в периферической крови применяли метод непрямой иммунофлюоресценции с использованием меченых ФИТЦ моноклональных антител фирмы (ЗАО «Сорбент» Москва). Для выделения мононуклеарных клеток из венозной крови исполь​зовали центрифугирование на градиенте плотности фиколл-верографии d=l,078 (А. В. Филатов, 1990). Регистрацию результатов производили на микроскопе ЛЮМАМ И-3. Определяли процент​ную и абсолютную концентрации лимфоидных клеток, а также рас​считывали соотношение CD4/CD8. Концентрацию иммуноглобу​линов основных классов (IgG, IgA, IgM) определяли в сыворотке крови нефелометрически на регистрирующем спектрофотометре Specord UV VIS (Carl Ceiss Jena) с использованием моноспецифи​ческих антител. Фагоцитарную активность нейтрофильных лейко​цитов периферической крови определяли по методу И.В. Нестеро​вой (1992). В качестве тест-объекта использовали музейный штамм золотистого стафилококка Staph. aur. 209 Р. Для регистрации фаго​цитарной активности использовали световой микроскоп Amplival (Carl Ceiss Jena), масляную иммерсию (90x10x1,5). Для определе​ния концентрации цитокинов у всех обследованных больных про​изводили забор слезной жидкости (без индукции) в количестве 0,3 -0,4 мл из нижнего конъюнктивального свода микропипеткой, име​ющей сменные стерильные одноразовые насадки или тонким (с внутренним диаметром 0,3 мм) полипропиленовым катетером. В дальнейшем полученный материал переносили в стерильные од​норазовые пробирки типа «Eppendorf» емкостью 1 мл и заморажи​вали при t = -7°С . Забор слезы производили дважды: в первый день обращения больного в стационар до начала терапии и на десятые сутки от начала терапии. В контрольной группе слезная жидкость забиралась однократно. Концентрацию цитокинов (IL-1β, IL-8, IL-6, IFN -α, TNF- α) слезной жидкости определяли иммуноферментным методом с использованием наборов и по предлагаемым методикам (Caltag Laboratories, USA).
Все полученные данные статистически обработаны на компью​тере Pentium 3 по программе Excel 97. Достоверным считали уро​вень различий при р<0,05.
На первом этапе работы вес больные, включенные в обследова​ние, были распределены методом случайной выборки на 2 равные группы, рандомизированные по полу, возрасту, нозологической фор​ме, тяжести процесса и варианту клинического течения офтальмо-герпеса.
Первая группа состояла из 50 больных, из них: 21 пациент с дре​вовидным, 13 человек с географическим кератитами; у 12 обнаружен метагерпетический кератоувеит и у 4 - герпетическая язва рого​вицы. Во вторую группу вошли 47 пациентов, из них 33 больных с поверхностными и 14 с глубокими формами офтальмогерпеса.
Пациенты обеих групп получали идентичное (системное и мест​ное) базисное противовирусное (ацикловир и его аналоги) и симпто​матическое лечение (по показаниям). В комплексное лечение боль​ных 1 -ой группы дополнительно была включена местная терапия ре-комбинантным IL-2 - Ронколейкином®. В эксперименте на животных было показано (Hlirakawa Y. 1995), что IL-2 не оказывает токсичес​кого действия на роговицу, не вызывает аллергических реакций у мышей при введении его путем инстилляций. Пациенты первой ос​новной группы получали 0,1 мг Ронколейкина®, растворенного в 20,0 мл 0,9% раствора хлорида натрия с добавлением 0,4 мл 10% альбумина в качестве стабилизатора. Препарат инстиллировали в конъюнктивальный мешок каждые 10 минут в течение 8-12 часов. Процедуру повторяли трижды с интервалом 72 часа. Пациенты 2-й группы, наряду с базисной противовирусной терапией также полу​чали иммуномодулирующую терапию с использованием интерферонов (интерферон α2b - реаферон) или интерфероногенов (полудан, неовир, циклоферон, амиксин и др.) системно и местно (в зависимо​сти от тяжести и клинической формы заболевания). Все больные,  до и на 10-е сутки от начало терапии, были подвергнуты стандартному офтальмологическому, клиническому и иммунологическому обсле​дованию (см. выше). Ввиду однородности групп разница результатов в клинико-иммунологических параметрах была обусловлена только введением Ронколейкина®, т. к. базисное системное и местное и симп​томатическое лечение пациенты обеих групп получали идентичное.
Результаты собственных исследований и их обсуждение

Нами установлено, что предлагаемый метод терапии с местным использованием Ронколейкина® оказался наиболее эффективным при лечении поверхностных форм офтальмогерпеса (рис.1). Так, сроки регресса основных клинических проявлений у больных основной группы были достоверно (р<0,01) короче, по сравнению с пациента​ми, получавшими традиционную терапию. При анализе клиничес​кой эффективности предлагаемого метода терапии для лечения глу​боких форм офтальмогерпеса, нами хотя и были отмечены более краткие сроки регресса клинической симптоматики в 1-й группе боль​ных, но эти различия были не достоверными. Сроки госпитализа​ции больных и количество дней нетрудоспособности у пациентов 1 -й группы с поверхностными формами офтальмогерпеса, также до​стоверно (р<0,05) меньше, по сравнению с пациентами 2-й группы, получавшими традиционную  терапию (табл.1).                    

  Таблица 1
Сроки госпитализации и временной нетрудоспособности
больных офтальмогерпесом
(сутки; М + м)
	Группы
	Сроки пребывания  в стационаре (койко-дни)
	Дни нетрудоспособности

(по больничному листу)

 (по больничному листу)

	1-я группа
	П
	8,7 ± 0,3*
	10,3 ± 0,5*

	
	Г
	13,1±0,6
	16,7±1.2

	Средняя по группе
	11,2±1,2
	15,1 ± 1,3

	2-я группа
	п
	10,7 ± 0,5
	12,4 ± 0.6

	
	г
	14.2± 0,9
	17,9±1,7

	Средняя по группе
	13,4±1,3
	17.3 ± 1,6


Примечание: знак * - р<0,05 справа вверху - данные межгрупповых сравнений
При анализе популяционного и субпопуляционного состава лимфоидных клеток периферической крови больных герпетическим ке​ратитом до лечения нами отмечено снижение как относительной, так и абсолютной концентрации Т-хелперов и, за счёт этого, снижение соотношения CD4+/CD8+ сопровождавшееся увеличением процен​та NK-клеток (CD 16+). В первой группе больных в условиях тера​пии с местным применением Ронколейкина® концентрация CD4+ к 10-м суткам достоверно повышалась, достигая значений контрольной группы. Аналогичная, хотя и не достоверная динамика отмечена и в группе сравнения. Что касается CD16+, то как их процентное содер​жание, так и абсолютные значения в обеих группах даже несколько повышались в соответствие с нозологической необходимостью. Чрез​вычайно интересной находкой явилось резкое увеличение в перифе​рической крови больных основной группы количества клеток, име​ющих рецепторы к IL-2 (CD25+), что, по-видимому, связано с резорбтивным действием Ронколейкина®. 
Исследование фагоцитарной активности нейтрофильных лейко​цитов выявило повышение процента активных фагоцитов (ФАЛ) и их индивидуальной поглотительной способности в первые дни раз​вития герпетического кератита. В противоположность поглотитель​ной бактерицидная активность (ИБ) нейтрофилов была на 40% ниже, чем в контрольной группе. При этом даже после эпителизации рого​вицы у большинства больных этот параметр продолжал снижаться. Спонтанный NBT-тест (рис. 2) уже в первые сутки манифестации герпетического кератита был достоверно более высоким, чем у здо​ровых людей почти в 3 раза. Но при этом коэффициент мобилиза​ции, в наибольшей степени отражающий потенциальную способ​ность фагоцита к метаболическому взрыву, обеспечивающему кис-лородзависимую микробицидную активность, у больных офтальмо-герпесом был достоверно сниженным. Через 10 суток от начала те​рапии в обеих группах отмечалось снижение спонтанного NBT-тес-та, но значительно более выраженное в первой (основной) группе. Коэффициент мобилизации в основной группе к этому сроку прак​тически достиг параметров нормы, оставаясь достоверно более низ​ким в группе сравнения. В противоположность относительно сла​бой выраженности системных иммунных эффектов в первые дни манифестации офтальмогерпеса, концентрация цитокинов в слёзной жидкости, отражающая функциональную активность клеток мест​ной иммунной системы глаза была резко повышенной у всех наблю​даемых. При этом, концентрация IL-1β увеличивалась в 42-45 раз, IL-8 в 12-13 раз, IL-6 в 5-6 раз и TNF-α. в 70 раз при всего лишь трехкратном увеличении IFN-α.  При условиях лечения больных ОГ с использованием предлагаемого метода терапии, включающего ме​стное введение Ронколейкина®, динамика регресса клинических про​явлений в наибольшей степени коррелировала с падением IL-8, TNF-α, IL-1β при отсутствии достоверной корреляции с концент​рацией IFN-α (рис.3). 
               Более медленный регресс показателей клинической активности патологического процесса, наблюдавшийся в группе пациентов, по​лучавших современную традиционную терапию, сопровождался и достоверно более медленным снижением концентрации провоспа-лительных цитокинов, в особенности IL-8, IL-6 и TNF-a.. 
После проведения клинико-иммунологического анализа эффектив​ности лечения в обеих группах больных, нами было установлено, что в 1-ой группе эффективность терапии была более высокой, чем в группе пациентов, лечившихся современными традиционными методами. В 1 -ой группе высокоэффективная терапия (по всем параметрам) отме​чена в 84%, тогда как в группе сравнения данный показатель составил 63,1 %. Недостаточно эффективной оказалась терапия у 8 человек (16%) 1 -ой группы и у 15 человек (31,9%) 2-ой группы.
Для установления причин малоэффективной терапии мы прове​ли ретроспективный индивидуализированный клинико-иммунологический анализ, показавший, что эти больные страдали глубокими и часто рецидивирующими формами офтальмогерпеса, сопровожда​ющимися выраженными отклонениями в параметрах системного и местного иммунитета, заключающихся в тенденции к лейкопении, со снижением не только концентрации нейтрофильных лейкоцитов, но и лимфоцитов, а также резком снижении относительной и, в еще большей степени, абсолютной концентрации CD4+, соотношения CD4+/CD8+, при минимальном увеличении экспрессии CD 16+ и CD25+, высокой концентрации IL-8, IL-6, TNF-a при относительно низкой концентрации IFN-a в слезной жидкости. Руководствуясь из​ложенным, мы пришли к выводу, что лечение данной категории боль​ных нельзя ограничивать только местной иммуномодулирующей те​рапией. Поэтому, исходя из прямых и опосредованных эффектов IL-2, в комплексную терапию больных с тяжелыми формами офталь​могерпеса мы включили одновременно системное и местное введе​ние Ронколеикина®.
Для оценки клинико-иммунологической эффективности лечения с комплексным системным и местным применением Ронколеикина® по описанному выше принципу, мы сформировали рандомизированные 3-ю и 4-ю группы, в которые вошли больные с рецидивами офтальмо​герпеса (4 человека из 1-ой группы и 7 человек из 2-ой группы), а также вновь поступившие больные (31 человек) с тяжелыми и реци​дивирующими формами офтальмогерпеса (географический кератит - у 15, метагерпетический кератоувеит - у 20, герпетическая язва - у 7). 
                  Препараты группы ацикловира по стандартным схемам, а также симптоматическую терапию (по показаниям) получали пациенты обеих групп. В комплексное лечение больных 3-й группы мы включили сис​темное и местное (как описано ранее) введение рекомбинантного интерлсйкина-2 - Ронколейкина® 0,4 мг препарата разводили в 400,0 мл. 0,9% раствора хлорида натрия и добавляли 8 мл 10% альбумина с це​лью стабилизации нестабильного в кристаллоидных растворах Рон​колейкина®. Препарат вводили внутривенно в течение 4-6 часов. Курс лечения состоял из 3 инфузий каждые 72 часа. Больные 4-й группы в комплексной терапии получали современное традиционное систем​ное и местное лечение препаратами интерферонов (реаферон), интерфероногенов (полудан, неовир, циклоферон, амиксин и т. д.).
Проведя анализ клинической эффективности примененного нами метода, мы пришли к выводу, что сроки регресса основных клини​ческих симптомов у больных 3-й группы, получавших ронколейкин, были достоверно короче, по сравнению с пациентами, получавши​ми традиционную терапию (рис.4). Уже на 2-3 день у большинства больных 3 группы значительно купировался роговичный синдром, уменьшались признаки воспаления глаза, начиналась эпителизация роговицы, острота зрения повышалась. У 83% больных к 10-13 сут​кам повышалась чувствительность роговицы.                                                                                                                                                                                 Характерной особенностью иммунограмм больных третьей и чет​вертой групп в периоде манифестации являлось значительное сни​жение абсолютной и относительной концентрации CD4+ и, хотя ко​личество клеток эффекторов (CD8+) практически не изменялось, иммунорегуляторный индекс (соотношение CD4+/CD8+) был не толь​ко значительно более низким по сравнению с контрольными значе​ниями, но и выходил за физиологические параметры. Процентное содержание CD16+ у данных больных повышалось минимально при заметном уменьшении экспрессии на клетках рецептора к IL-2 (CD25+).
Уже к 10 суткам от начала терапии на фоне значительного клини​ческого улучшения отмечался подъем относительной и, в особенно​сти, абсолютной концентрации CD3+ и CD4+, а также вхождение иммунорегуляторного индекса в физиологические параметры даже с некоторым превышением контрольных значений. При этом кон​центрация CD16 + и CD25+ не только не снижалась, но увеличивалась более чем в 2 раза. В группе сравнения динамика изменения популяционного и субпопуляционного составов лимфоидных кле​ток в процессе терапии была минимальной и запаздывала в сравне​нии с улучшением клинического состояния.
Изменения фагоцитарной активности нейтрофильных лейкоци​тов периферической крови заключались в снижении процента ак​тивных фагоцитов, падении фагоцитарного индекса, в 2,3 раза снижался абсолютный показатель поглощения. Бактерицидная актив​ность у этих больных также резко снижалась (р<0,01). В условиях лечения с системной и местной терапией Ронколеикином® к десятым суткам мониторинга фагоцитарное число и фагоцитарный индекс резко увеличивались и на 30 - 40% превышали даже параметры кон​трольной группы (р<0,05). Абсолютный показатель поглощения в основной группе к данному сроку увеличивался почти в 3 раза (р<0,001). Бактерицидная активность нейтрофильных лейкоцитов данного контингента больных с офтальмогерпесом к десятым сут​кам от начала терапии в основной группе практически достигала па​раметров нормы, при этом значительно превышая соответствующие значения группы сравнения (р<0,01). Что касается 4-ой группы боль​ных, получавших традиционную терапию, то достоверной положи​тельной динамики по указанным параметрам не наблюдалось. 
                    NBT- тест у больных с тяжелым и рецидивирующим офтальмо​герпесом характеризуется снижением коэффициента мобилизации при высоком спонтанном и стимулированном NBT-тесте. К 10-м суткам от начала терапии в группе больных тяжелыми и рецидиви​рующими герпетическими кератитами, в комплексную терапию ко торых включали системную и местную терапию ронколеикином при достоверно лучшем клиническом эффекте, чем в группе сравнения, наблюдался значительно (р<0,001) более высокий коэффициент мо​билизации за счет снижения спонтанного NBT-теста.
До лечения уровень TNF-a и IL-8 в слезной жидкости больных глубокими и тяжелыми формами ОГ был почти в 2 раза более высо​ким , чем в предыдущем исследовании при незначительно повышен​ной концентрации IL-1(3 и IL-6 и резко сниженной концентрации IFN-a (рис.5).
Ввиду того, что время репарации тяжелых и глубоких герпети​ческих поражений более длительно, чем поверхностных, а также для изучения динамики процесса, включая период разгара, угасания кли​нических проявлений и остаточных явлений, мы дополнительно у больных 3-й и 4-й групп на 20-е сутки провели третье исследование цитокинового спектра слезной жидкости. Так, к 10-м суткам тера​пии как в основной, так и в группе сравнения отмечено выраженное падение концентрации TNF-a, IL-8 и IL-6, но в 3-й группе оно было в 3 - 5 раз более значительным. В то же время концентрация IL-113 в 4-й группе несколько, но не достоверно, понизилась, а в 3-й группе даже повысилась на 41 %. Что касается концентрации основного про​тивовирусного цитокина IFN-a, то на данном сроке исследования, т.е. на пике активности основных механизмов резистентности, его уровень у больных основной группы в 3 раза превосходил исходный и был в 2,8 раза более высоким, чем в группе сравнения. К 20-м суткам мониторинга, т.е. в период отсутствия клинических проявле​ний офтальмогерпеса у большинства больных как 3-й, так и 4-й груп​пы, при одиннадцатидневной отмене системного и местного введе​ния ронколейкина в основной группе, концентрация в слезной жид​кости тех цитокинов, которые в норме определяются в следовых ко​личествах (TNF-a, IL-1 P) несмотря на соответственно 6- и 27-крат​ное, по сравнению с 10-дневным сроком падение, находилось на до​стоверно более высоком уровне по сравнению с группой здоровых лиц, отражая не полное угасание реакции даже в периоде раннего клинического выздоровления. Концентрация тех цитокинов, которые и в норме высоки (INF-α, IL-6, IL-8), обеспечивая состояние мест​ной неспецифической резистентности глаза, на данном сроке в ос​новной группе достоверно не отличалась от контроля. Что касается больных 4-й группы, то несмотря на значительное клиническое улуч​шение, концентрация всех исследованных цитокинов хотя и снизи​лась, но значительно превышала не только параметры здоровых, но и значения реконвалесцентов 3-й группы. 


Выводы  

1. При анализе эпидемиологических особенностей герпетичес​кой инфекции при кератитах с использованием высокоспецифичного метода ПЦР установлено, что этиологически значимая инфекция
вирусом простого герпеса в Краснодарском крае составляет 28,1 % от всех воспалительных заболеваний роговицы, при этом ВПГ чаще (83,6%) является этиологически значимой причиной поверхностных
форм герпетических кератитов. При глубоких формах ВПГ-1 также встречался чаще (60%), но  увеличивался и удельный вес встречаемости ВПГ-2 (30%) и их ассоциаций. Степень выраженности проявлений офтальмогерпеса зависит от типа ВПГ (инфицирование ВПГ- 2 протекает тяжелее) и от состояния механизмов противовирусной резистентности макроорганизма. 

2.У большинства больных с поверхностными формами герпети​ческих кератитов, в особенности при первой манифестации, не вы​явлено достоверных различий в большинстве клеточных парамет​ров системного иммунитета по сравнению с физиологической нор​мой, за исключением увеличения спонтанного NBT-теста и тенденции к снижению CD4+, соотношения CD4+/CD8+ и увеличения
CD16+ при многократном увеличении в слезной жидкости концентрации IL-1β (в 42- 45 раз), IL-6 (в 5- 6 раз), IL-8 (в 12-13 раз), TNF-α (в 70 раз) и IFN- α (в 2-3 раза).
3. Глубокие и рецидивирующие формы герпетического кератита манифестируются в иммунологически компрометированном организме с дисфункциональными нарушениями, заключающимися в депрессии гемопоэза (лейкопения, абсолютная лимфопения), снижении абсолютной и относительной концентрации CD4+, соотношения CD4+/CD8+, неадекватной (недостаточной) реакции на  специфическую антигенную стимуляцию со стороны CD16+ и CD25+, систем​ным и местным нарушением интерфероногенеза при высоком мест​ном синтезе в слезную жидкость провоспалительных цитокинов (IL-8, IL-6 и TNF-α), снижением микробицидной активности микрофа​гов при высоком спонтанном NBT-тесте с низким ответом на стимуляцию. 
4. Эффективность терапии поверхностных форм герпетических кератитов с использованием местных инстилляций отечественного препарата рекомбинантного ИЛ-2 - Ронколейкина® как по показателям регресса клинических проявлений, так и по динамике нормали
зации в слезной жидкости концентрации провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и, в особенности, IL-8 и TNF-α, является значительно более высокой при сравнении с современными традицион​ными методами терапии. 
5. Эффективность патогенетически обоснованной терапии больных тяжелыми рецидивирующими формами герпетического кератита с сочетанным применением системного и местного введения Ронколейкина® является достоверно более высокой по сравнению с традиционными методами лечения по показателям регресса клинических проявлений, количеству дней с временной утратой трудоспособности и по динамике параметров системного иммунитета в процес​се терапии, заключающейся в нормализации фагоцитоза, даже с не​которой его стимуляцией, резком повышении концентрации CD4+, увеличением экспрессии CD16+ и CD25+, что сопровождается зна​чительным снижением концентрации IL-8 и TNF-α в слезной жид​кости при повышении IFN-α. К 20 суткам в основной группе практи​чески происходит нормализация цитокинового спектра слезной жидкости, тогда как в группе сравнения, несмотря на значительное кли​ническое улучшение, не наблюдается достоверной положительной динамики параметров системного иммунитета при высокой концен​трации провоспалительных цитокинов в особенности TNF-α., IL-8 и IL-6 в слезной жидкости с относительно небольшим увеличением IFN- α..
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Рис. 1. Динамика регресса клинических проявлений основных симптомов и 
синдромов офтальмогерпеса у больных 1-й и 2-й групп
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