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О.Л. Панасюк
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Роль бартонел у патології людини, яка раніше вважалася незначною, в теперішній час викликає все більше занепокоєння. Бартонели відносять до збудників так званих емерджентних та реемерджентних інфекцій [Возіанова Ж.І., 2001; Медянников О.Ю. зі співавт., 2004; Saisongkorh W. зі співавт., 2009; Hammoud K.A. зі співавт., 2010; Nervi S.J. зі співавт., 2011].

Починаючи з рекласифікації 1993 р., рід Bartonella, який до цього нараховував лише один вид, постійно розширюється і зараз налічує близько 40 видів і підвидів бактерій. Між тим, деякі з хвороб, які зараз відносяться до бартонельозів: траншейна гарячка, хвороба від котячої подряпини (ХКП) – відомі досить давно, проте їх етіологію було визначено тільки нещодавно [Лукин Е.П. зі співавт., 2001; Тарасевич И.В., 2001; Фролов В.М., 2001].

В Україні через відсутність повноцінних статистичних даних об’єктивний рівень захворюваності на бартонельоз залишається невизначеним [Климчук М.Д. зі співавт., 1997; Любінський С.Ю., 2000]. У США рівень зареєстрованих захворювань на ХКП, на яку за даними науковців припадає близько 85% випадків бартонельозу, складає серед госпіталізованих до стаціонару осіб від 0,77 до 0,86 на 100 000 населення на рік, а серед амбулаторних пацієнтів – 9,3. За даними Jackson L.A. (1993) та Florin T.A. (2008) ХКП зустрічається у дорослих частіше, ніж визнавалося раніше (більше 40% у осіб старше 20 років).

Основна група ризику – хворі з імунодефіцитами різного походження, в яких захворювання без адекватного лікування є фатальним [Pape M. зі співавт., 2005; Lamas C. зі співавт., 2006; Pons I. зі співавт., 2008; Бартлетт Дж. зі співавт., 2010]. Епідемія ВІЛ/СНІДу, а також зростання рівня індикації та ідентифікації мікроорганізмів створили умови для швидкого розширення досліджень опортуністичних інфекцій [Малый В.П., 2009]. Бартонели викликають надзвичайний поліморфізм клінічних проявів з ураженням усіх органів та систем хазяїна [Возіанова Ж.І., 2001; Богун Л.В., 2005; Florin T.A., 2008; Nervi S.J. зі співавт., 2011].

Обмеженість знань щодо бартонельозу зумовлює і відсутність упорядкованої схеми групування його нозологічних форм [ВООЗ, 2006]. Недостатнє вивчення біологічних властивостей збудників та широкий спектр клінічних варіантів бартонельозу значно ускладнюють його етіологічну діагностику. В Україні сучасні методи лабораторної діагностики бартонельозу не розроблені, лабораторії лікувальних закладів не здійснюють індикацію бартонел у клінічних зразках й не визначають рівень специфічних антитіл проти них у сироватках крові хворих. 
Медичні працівники різних спеціальностей відносно мало інформовані про клінічні варіанти бартонельозу, що при відсутності методів етіологічної діагностики, призводить до правильного встановлення клінічного діагнозу лише за умов типового перебігу ХКП. Переважна ж більшість випадків бартонельозу залишається не діагностованою з наступним негативним впливом на ефективність терапії та профілактику цієї групи інфекційних захворювань. У цих випадках провідної ролі для встановлення правильного діагнозу набуває застосування лабораторних досліджень для визначення етіології захворювання.
Все вищезазначене диктує необхідність комплексного вивчення бартонельозу. Робота націлена на вирішення важливої медичної проблеми та підпадає під пріоритетний науковий напрямок, визначений МОЗ та НАМН України “Розробка принципово нових методів діагностики, лікування та профілактики найпоширеніших хвороб людини, шляхів зміцнення здоров’я та подовження тривалості життя”.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в рамках планових науково-дослідних робіт кафедри інфекційних хвороб ХНМУ “Удосконалення лікування вірусних, бактеріальних інфекцій на основі вивчення компенсаторно-адаптаційних реакцій хворих”, № державної реєстрації 0107U001391, “Удосконалення діагностики, лікування гемоконтактних вірусних інфекцій (вірусних гепатитів, ВІЛ-інфекції) та опортуністичних захворювань”, № державної реєстрації 0110U001816, а також науково-дослідної роботи ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” “Вивчення біологічних властивостей Bartonella spp. та розробка методів лабораторної діагностики хвороби від котячих подряпин”, № державної реєстрації 0105U001109.

Мета дослідження: удосконалення методів етіологічної діагностики бартонельозу на підставі комплексного клініко-лабораторного обстеження хворих та вивчення біологічних властивостей збудників.
Завдання дослідження:

1. Дослідити клінічні прояви бартонельозу.
2. Провести моніторинг антибартонельозних антитіл у клінічно здорових та ВІЛ-інфікованих осіб.
3. Оцінити інформативність гістологічного методу діагностики бартонельозу шляхом ретроспективного аналізу біопсій лімфовузлів та шкіри.
4. Удосконалити поживні середовища (ПС) для первинного виділення бартонел із зразків клінічного матеріалу.
5. Вивчити морфологічні, тинкторіальні та біохімічні властивості бартонел.
6. Визначити чутливість бартонел до антибактерійних препаратів.
7. Розробити та апробувати імунодіагностичні тест-системи для виявлення в зразках клінічного матеріалу бартонельозного антигену (BartAg) й для визначення рівня антибартонельозних (antiBart) антитіл у сироватці крові хворих.
8. Провести експериментальне випробування систем праймерів на модельних і клінічних зразках для визначення рівня специфічності, чутливості та відтворюваності результатів індикації бартонел методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР).

Об’єкт дослідження: клініко-морфологічні прояви бартонельозу (комплекс клініко-анамнестичних, морфологічних і лабораторно-інструментальних параметрів перебігу хвороби); біологічні властивості бактерій роду Bartonella (морфологічні, тинкторіальні, культуральні, біохімічні, антигенні, чутливість до антибактерійних препаратів, внутрішньовидова відмінність).

Предмет дослідження: експертна оцінка існуючих методів етіологічної діагностики бартонельозу (гістопатологічне дослідження біоптатів лімфовузлів і шкіри, виділення “чистих” культур збудника, визначення рівня специфічних antiBart імуноглобулінів (Ig) у зразках крові здорових та хворих людей, визначення BartAg у біоптатах шкіри, детекція специфічних фрагментів геному збудника).

Методи дослідження: загальноприйняті клініко-лабораторні й інструментальні методи обстеження хворих (оцінка вираженості основних клінічних синдромів), цитофлюорометричний (дослідження периферичної крові), гістологічний, мікробіологічні (світлова та електронна мікроскопія, культуральні, біохімічні, імунологічні), молекулярно-генетичні (генотипування штамів бартонел, визначення вірусного навантаження ВІЛ), математико-статистичні (обробка результатів досліджень).
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше в Україні проведено комплексне наукове дослідження бартонельозу. Проведено моніторинг специфічних antiBartIg серед населення Харківської області (у т.ч. ВІЛ-інфікованих осіб) та встановлені категорії ризику зараження. Дано опис групи хворих на бартонельоз, діагноз в яких було підтверджено бактеріологічно, імунологічно та молекулярно-генетично. Проведено клініко-епідеміологічний та імунологічний аналіз репрезентативного матеріалу, що дозволило визначити динаміку клінічних проявів і перебіг бартонельозу. Детально проаналізовано гістологічні зміни в лімфовузлах і шкірі у хворих на бартонельоз. 
На підставі мікробіологічних й імунологічних методів дослідження встановлено, що у ВІЛ-інфікованих на фоні бартонельозу відбувається реактивація туберкульозу та токсоплазмозу. Встановлений взаємозв’язок між ін’єкційною наркоманією, HCV-інфекцією й інфікованістю бартонелами.
Вперше в Україні проведена індикація й ідентифікація регіональних штамів бартонел із клінічного матеріалу та визначені їх біологічні властивості. Результати, які були одержані, дозволили оцінити існуючі сучасні методи діагностики бартонельозу, удосконалити бактеріологічний і гістологічний методи та розробити ефективні імунологічні методи, а також провести випробування методу ПЛР-дослідження. Вперше науково обґрунтовані можливість, ефективність та доцільність використання розроблених й удосконалених методів для діагностики бартонельозу в клінічних умовах. Виявлена можливість ретроспективної діагностики ХКП та БА при дослідженні архівних біоптатів лімфовузлів і шкіри за допомогою реакції непрямої імунофлюоресценції (РНІФ).

Практичне значення одержаних результатів. Визначено комплекс клінічних, епідеміологічних і мікробіологічних критеріїв етіологічної діагностики бартонельозу. Розроблено протоколи підготовки зразків клінічного матеріалу для проведення виділення та ідентифікації бартонел, протоколи технології здійснення досліджень бактеріологічним, імунофлюоресцентним, ПЛР-методом з метою виявлення Bartonella spp. або відповідного антигену та визначення рівня специфічних антитіл, які рекомендовані для широкого практичного використання в роботі бактеріологічних лабораторій лікувальних і санітарно-епідеміологічних закладів, науково-дослідних інститутів протиепідемічного профілю МОЗ і НАМН України.

Враховуючи поширеність бартонельозу серед хворих на ВІЛ/СНІД, атиповість клінічної симптоматики у цього контингенту та можливість несприятливого перебігу хвороби без адекватної етіотропної терапії, рекомендовано включити бартонельоз до клінічного протоколу лікування опортуністичних інфекцій у хворих на ВІЛ/СНІД, а розроблені для діагностики бартонельозів РНІФ-тест-системи – до схем моніторингу при ВІЛ-інфекції. Враховуючи наявність антиангіогенного ефекту макролідів, ансаміцинів і тетрациклінів, рекомендовано введення цих препаратів до стандартів лікування бартонельозів у хворих на ВІЛ-інфекцію.

Основні результати досліджень впроваджено в практику охорони здоров’я у формі науково-технічної документації: патенту України на корисну модель (№ 37277 “Поживне середовище для вирощування мікроорганізмів роду Bartonella” від 25.11.2008); інформаційного листа про нововведення в системі охорони здоров’я (№ 259-2009 “Діагностика бартонельозної інфекції у ВІЛ-інфікованих осіб”); медико-біологічних нововведень: “Спосіб лабораторної діагностики бартонельозної інфекції за допомогою удосконаленого бактеріологічного методу”, “Спосіб лабораторної діагностики бартонельозної інфекції за допомогою реакції непрямої імунофлюоресценції”, “Спосіб виявлення збудників бартонельозної інфекції за допомогою полімеразної ланцюгової реакції”; реєстраційної картки технології (№ 0609U000097 “Технологія виготовлення поживного середовища для вирощування мікроорганізмів роду Bartonella” від 03.11.09); звіту з теми науково-дослідної роботи НАМН 60/2005 №0105U001109 ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” “Вивчення біологічних властивостей Bartonella spp. та розробка методів лабораторної діагностики хвороби від котячих подряпин”.
Матеріали та результати, які було отримано при виконанні роботи, впроваджено в роботу ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ”, у клінічну практику Обласної клінічної інфекційної лікарні м. Харкова, спеціалізованої туберкульозної лікарні при Жовтневській виправній колонії (№ 17), Обласного центру профілактики та боротьби з ВІЛ/СНІДом (ОЦПБС) м. Харкова.
Викладені в дисертації матеріали використовуються в навчальному процесі в системі підготовки студентів та перепідготовки лікарів на кафедрі інфекційних хвороб Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, м. Київ; кафедрі інфекційних хвороб і кафедрі мікробіології, вірусології та імунології ХНМУ; кафедрі інфекційних хвороб з епідеміологією і курсом мікробіології, вірусології та імунології Медичного інституту Сумського державного університету; кафедрі інфекційних хвороб Дніпропетровської державної медичної академії.

Особистий внесок здобувача. Автором особисто сформульовано мету та завдання дослідження, систематизовано й проаналізовано сучасну наукову літературу та виконано патентно-інформаційний пошук за темою дослідження, проведено клініко-лабораторний аналіз перебігу бартонельозу та систематизацію отриманих даних. Провідні ідеї, гіпотези та наукові положення повністю належать здобувачу. Дослідження в межах науково-дослідних робіт проводилися при безпосередній участі здобувача.
Бактеріологічні, імунологічні та молекулярно-генетичні дослідження виконано спільно зі співробітниками ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ”. Патоморфологічні дослідження виконано спільно зі співробітниками кафедри патологічної анатомії ХНМУ за особистою участю здобувача. Здобувачем проведено статистичну обробку, інтерпретацію, узагальнення та викладення результатів дослідження, написано всі розділи роботи, сформульовано висновки та практичні рекомендації.

Автор висловлює подяку завідувачу лабораторії нових та маловивчених інфекційних захворювань (ЛНМІЗ) ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” д.мед.н., ст. наук. співроб. Похилу С.І. та науковому консультанту д. мед. н., професору Козьку В.М. за плідну співпрацю та надану допомогу.

Апробація результатів дисертації. Основні результати досліджень та положення дисертації були висвітлені та викладені на науково-практичних конференціях: “Пошук та розробка нових профілактичних і лікувальних протимікробних засобів, антисептиків, дезінфектантів та пробіотиків” (м.Харків, 2006); “Захворювання печінки та кишечнику. Актуальність паразитарних інвазій в гастроентерології” (м. Харків, 2006); “Сучасні підходи до діагностики та лікування у клінічній інфектології” (м. Харків, 2007); “Хвороби печінки в клінічній практиці” (м. Харків, 2009); науково-практичних конференціях з міжнародною участю: “Від фундаментальних досліджень – до прогресу в медицині” (м. Харків, 2005); “Хвороби печінки в практиці клініциста” (м. Харків, 2007); “Інфекції в практиці клініциста. Антибактеріальна та антивірусна терапія на догоспітальному та госпітальному етапах” (м. Харків, 2008); “Актуальні проблеми клініки, профілактики ВІЛ-інфекції і парентеральних гепатитів” (м. Харків, 2009); “Клініко-епідеміологічні аспекти боротьби та профілактики інфекційних та неінфекційних хвороб серед дітей і дорослих” (м. Харків, 2010); “Інфекції у практиці клініциста. Антибактеріальна, антивірусна, імунотерапія і імунопрофілактика в умовах поліклініки та стаціонару” (м. Харків, 2010); “Актуальні проблеми онкоморфології” (м. Харків, 2011); “Актуальні проблеми клініки, профілактики ВІЛ-інфекції і захворювань з парентеральним шляхом передачі” (м. Харків, 2011); науково-практичних конференціях з міжнародною участю і пленумах Асоціації інфекціоністів України “Інфекційні хвороби у клінічній та епідеміологічній практиці” (м. Львів, 2008); “Досягнення і проблеми клінічної інфектології” (м. Тернопіль, 2008); всеукраїнській науково-практичній конференції та пленумі Асоціації інфекціоністів Сумщини “Хіміо- та імунотерапія інфекційних хвороб” (м. Суми, 2010); VIII з’їзді інфекціоністів України “Інфекційні хвороби: Досягнення і проблеми в діагностиці та терапії” (м. Вінниця, 2010); XV з’їзді мікробіологів, епідеміологів та паразитологів України “Проблеми та еволюція епідемічного процесу і паразитарних систем провідних інфекцій сучасності” (м. Харків, 2011); VIII International Congress Of Medical Sciences For Students And Young Doctors (Sofia, Bulgaria, 2009); 3rd International Scientific Interdisciplinary Congress For Medical Students And Young Doctors (Kharkiv, 2010); міжвузівськіх конференціях молодих вчених “Медицина третього тисячоліття” (м. Харків, 2007, 2008); засіданнях Харківського товариства інфекціоністів (2005 – 2011 рр.).
Публікації. Основні положення роботи висвітлено в 24 статтях у виданнях, що включені до Переліку наукових фахових видань України (з них 7 без співавторів); у 20 тезах у матеріалах наукових з’їздів та конференцій; в 1 патенті України на корисну модель, 1 реєстраційній картці технології, 1 інформаційному листі, 3 медико-біологічних нововведеннях.

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена за загальноприйнятою формою на 254 сторінках друкованого тексту, складається зі вступу, огляду літератури, розділу власних досліджень із 8 глав, аналізу та узагальнення результатів, висновків та практичних рекомендацій, списку літературних джерел, що містить 77 україно- та російськомовних назви й 370 – на інших мовах. Робота ілюстрована 22 таблицями, 29 рисунками та 11 клінічними прикладами.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Загальна характеристика обстежених хворих та методи досліджень. Для реалізації поставлених у роботі завдань було проведено клініко-лабораторне обстеження 84 хворих (віком від 18 до 69 років), які знаходилися під спостереженням в Обласній клінічній інфекційній лікарні м. Харкова в період з 2005 по 2011 рр.

Критеріями включення в дослідження на етапі розробки бактеріологічного методу діагностики – виділення чистої культури бартонел (9 осіб) були: 1) епідеміологічні: “травматичний” контакт із кішкою, що передував захворюванню; 2) клінічні: наявність подряпин, укусів або ослинення; наявність первинного афекту через 3-10 днів після нанесення кішкою подряпин, укусів або ослинення; розвиток лімфаденіту (через 14-28 днів після “травматичного” контакту), що характеризувався переважним збільшенням одного лімфовузла, його болючістю, гіперемією шкіри над ним, нагноєнням, відсутністю лімфангіту, тривалим збереженням (до 4 тижнів і більше); відсутність інтоксикації або помірна її вираженість. Критерії включення в дослідження на етапі розробки та апробації сероімунологічних методів діагностики (75 осіб) складалися з вищезазначених та були розширені наступними: 1) епідеміологічні: контакт з іншими, крім кішок, тваринами та подряпини рослинами або дротом; 2) клінічні: тривала гарячка, полілімфоаденопатія, гепатоспленомегалія. Критеріями включення в дослідження на етапі апробації молекулярно-генетичних методів діагностики (18 осіб) були: 1) маніфестна форма бартонельозу; 2) позитивний результат бактеріологічного аналізу та/або наявність сумарних специфічних antiBartIg.

За допомогою лабораторних методів діагностики маніфестну форму бартонельозу (ХКП й БА) встановлено у 59 осіб. Співвідношення за статтю було наступним: кількість жінок у 1,5 рази перевищувала кількість чоловіків, відповідно 59,3% та 40,7% (p<0,05). У віковій структурі переважали особи молодші за 30 років – 57,7%. Середній вік склав 30,3±1,6 років. Статистично достовірних вікових відмінностей залежно від статі не було встановлено (p>0,05).

Для встановлення циркуляції збудників бартонельозу нами серед населення Харківської області в ЛНМІЗ ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” проведений моніторинг наявності специфічних antiBartIg у 80 клінічно здорових осіб (донорів Харківського обласного центру служби крові МОЗ України). Розподіл за статевою ознакою був наступним: чоловіки склали 59%, жінки – 41%. Вік обстежених коливався від 20 до 57 років і в середньому складав 34,1±1,2 роки.
Для встановлення циркуляції збудників бартонельозу серед однієї з категорій ризику зараження проведений моніторинг наявності специфічних antiBartIg у 176 ВІЛ-інфікованих осіб на різних стадіях захворювання, які знаходились на обліку в ОЦПБС м. Харкова або проходили лікування в Обласній клінічній інфекційній лікарні м. Харкова та спеціалізованій туберкульозній лікарні при Жовтневській виправній колонії (№ 17). Діагноз ВІЛ-інфекції в усіх обстежених пацієнтів встановлювали згідно клінічної класифікації стадій ВІЛ-інфекції у дорослих та підлітків (ВООЗ, 2006 р.) після скринінгового, референтного та експертного досліджень на наявність специфічних антитіл до ВІЛ методами імуноферментного аналізу та імуноблотингу. Зразки сироватки крові для моніторингу рівня antiBartIg були взяті з інформованої згоди пацієнтів. Розподіл за статевою ознакою був наступним: чоловіки склали 56,3%, жінки – 43,8%. Вік обстежених коливався від 20 до 60 років, середній вік склав 33,0±0,5 роки.

Програма загальноклінічного обстеження ВІЛ-інфікованих включала: 1) оцінку скарг і анамнестичних відомостей з детальним аналізом медичної документації (амбулаторні карти, стаціонарні історії хвороби); 2) фізикальний огляд; 3) дослідження периферичної крові з використанням гематологічного аналізатора ABX PENTRA 60C Plus (HORIBA ABX Diagnostics Inc., Франція); 4) імунофенотипування з використанням проточного цитофлюориметра EPICS™ XL™ (Beckman Coulter, США) в «Центральній лабораторії діагностики ВІЛ-інфекції, опортуністичних інфекцій і інших захворювань» при Сумському ОЦПБС. До аналізу також були включені дані серологічних і молекулярно-генетичних досліджень на наявність маркерів HBV, HСV, Toxoplasma gondii. Визначення рівня вірусного навантаження РНК ВІЛ-1 проводилося методом зворотної транскрипції і ПЛР у вірусологічній лабораторії Українського центру СНІДу з використанням тест-системи Abbott «Real-Time HIV-1».

Мікропрепарати (архівний матеріал патологоанатомічного відділення Обласної клінічної лікарні з центром екстреної медичної допомоги і медицини катастроф м. Харкова за 2008-2010 рр.) досліджували спільно зі співробітниками кафедри патологічної анатомії ХНМУ за допомогою мікроскопу “Olympus BX-41” з об’єктивами “Plan”. При проведенні імуноморфологічних досліджень використовували мікроскоп “Axioskop 40 (Carl Zeiss)” з об’єктивами “Achroplan”. За даними морфологічного дослідження 113 біоптатів лімфовузлів, які було отримано від хворих з лімфаденітами, а також 24 біоптатів від хворих з новоутвореннями шкіри ретроспективно діагноз ХКП встановлено в 17 випадках, а БА – в 3-х.
При вивченні біологічних властивостей бартонел і розробці методів етіологічної діагностики в якості типового використовували референтний штам Bartonella henselae CCUG 30454 BT із Culture Collection, University of Goteborg, Sweden, який було виділено науковцями США у 1992 році з крові ВІЛ-інфікованого хворого (представлений в інших колекціях мікроорганізмів під номерами: CDC G5436, ATCC 49882, CIP 103737). Вісім інших референтних штамів Bartonella spp. (ЛНМІЗ 06U051, 06U052, 06U053, 06U054, 06U055, 06U056, 06U061, 06U062) було виділено в 2005-2006 рр. в ЛНМІЗ ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” від хворих на бартонельоз. Штами інших мікроорганізмів отримано з музеїв живих культур ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ”.

Для вирощування бартонел в якості основних ПС використовували шоколадний і кров’яний агари (КА). Застосовували два типи шоколадного агару: типовий (ТША) – виготовлений на основі 2%-го м’ясо-пептонного агару за традиційною рецептурою та оптимізований (ОША). Для ОША поживною основою був 2%-ий агар із мозково-серцевим екстрактом (BHIA) фірми “Fluka BioChemica”, Швейцарія. 5%-ий (об’єм/об’єм) КА готували з використанням крові людини, барана, кролика за традиційною технологією. Протестовані наступні ПС: 2%-ий м’ясо-пептонний агар та середовище для визначення антибіотикочутливості, 2%-ий BHIA, Луріа-Бертані агар і буферний вугільно-дріжджовий агар, еритрит-агар, казеїно-вугільний агар, молочно-жовтково-сольовий агар, середовище для гемокультур і стрептококів, агар Сабуро, агар Ендо, вісмут-сульфіт-агар і агар Плоскірєва, сироватковий агар, МРС 4.
В якості стимуляторів росту штамів бартонел з метою більш швидкого формування макроколоній на агаризованих середовищах було випробувано такі інгредієнти: гемін (Х-фактор росту); стимулятор росту чумного мікроба – (СРЧМ – компоненти гемолізованої крові барана, які містять Х- і V- фактори росту); суміш продуктів ферментативного гідролізу дріжджів – (ЕНКАД); суміш для стимуляції росту – (ДПД-суміш у співвідношенні 1:1:1 – дипіримідил піримідин (тетраметоксі)-етиканін 0,5%-ий стерильний розчин, тетраетил-тетраметоксі-феніл-ізохіноліну 2,0%-ий стерильний розчин, фенілметілбензімідазол 1,0%-ий стерильний розчин).

Стандартизовані у стерильному 0,15 М фосфатно-сольовому буфері (рН=7,0) до 0,023 за показником одиниць оптичної щільності суспензії штамів бартонел дозовано (по 10-1-10-4 мл) висівали на поверхню ПС. Культивування посівів здійснювали при tо=(35(0,5)oC в атмосфері з 5% СО2 впродовж від десяти до сорока діб (для створення необхідних умов використовували ексикатор).

Для постановки РНІФ в ЛНМІЗ ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” використовували імунобіологічні препарати: антивидові флюоресцюючі Ig проти Ig людини сухі, антивидові флюоресцюючі Ig проти Ig людини класів М (IgM) та G (IgG), антивидові флюоресцюючі Ig проти Ig кролика сухі, альбумін бика мічений родаміном сухий, виробництва “Филиал “МЕДГАМАЛ” ДУ “НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи, РАМН” (м. Москва, РФ); антиген збудника Волинської гарячки (штами “Ш” і “Д”) сухий і специфічну імунну сироватку проти збудника Волинської гарячки суху виробництва “ФГУП Пермское НПО “Биомед” (м. Пермь, РФ); експериментальні зразки тест-систем для виявлення бартонельозного антигену та визначення рівня антибартонельозних антитіл. Лабораторний діагноз бартонельозу встановлювали на підставі одноразового дослідження сироватки крові за умови, що титр РНІФ був не нижчий за 1:128. В сумнівних випадках використовували РНІФ з окремим визначенням рівнів Ig класів М та G. Діагностично значущим враховували титр Ig класу М – 1:16 та вище, а Ig класу G – 1:64 та вище.
При відтворенні ПЛР в ЛНМІЗ ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” для детекції специфічних фрагментів геному Bartonella spp. у модельних і зразках клінічного матеріалу застосовували спеціальні набори реагентів фірми “IsoGene Lab. Ltd.” (м. Москва, РФ): “Комплект реактивов для универсальной пробоподготовки”; “Набор реагентов для выделения ДНК из биологического материала” – Diatom( DNA Prep 100; “Набор реагентов для амплификации ДНК” – GenePak( PCR Core; “Комплект реактивов для детекции ДНК” – GenePak( DNA PCR test; “Маркер молекулярной массы ДНК М100” – GenePak( DNA Ladder M100. Олігонуклеотиди, які використовувались в якості систем праймерів для відтворення ПЛР, на замовлення ЛНМІЗ ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова НАМНУ” були синтезовані ТОО “ЛИТЕКС” (м. Москва, РФ).
Весь масив експериментальних даних, які були отримані в результаті проведених досліджень, обробляли у відповідності до правил параметричної і непараметричної статистики. Формування бази даних здійснювалося з використанням програми “Microsoft Excel 2007” (Microsoft Corporation). Статистичні процедури виконувалися в пакеті застосованих програм Statistica v.6.0 (StatSoft).
Результати досліджень та їх обговорення. У Харківській області бартонельоз реєструвався протягом усього року. Слід зазначити, що 84,7% випадків зареєстровано з вересня по квітень, а максимальна кількість випадків припадала на період з вересня по грудень (57,6%). Тривалість інкубаційного періоду у обстежених хворих коливалася від 2 до 14 днів і в середньому складала при типовій ХКП 9,2±5,1 днів, при інших варіантах – 7,7±4,4 днів. Контакт із кішками в анамнезі був у 76,3% хворих, із собаками – у 6,8%. Подряпини були у 66,1% хворих. З них у 1 хворого (1,7%) була подряпина, нанесена кролем і в 1 хворого була подряпина дротом. Укуси відмічали 15,3% осіб, ослинення слизової ока – 3,4%. Гострий початок захворювання відмічений у 59,3% хворих. Первинний афект (папула, везикула, пустула або виразка) в місці укусу або подряпини зареєстрований лише у 10% досліджених, що вказує на те, що в сучасних умовах він не може розглядатись як патогномонічний симптом. Тривалість захворювання коливалась від 10 діб до 6 місяців.

Серед клінічних варіантів домінувала типова ХКП, яка склала 69,5%. Окулогландулярна ХКП була зареєстрована в 3,4% та в такому ж відсотку зустрічались орофарингеальна ХКП та БА шкіри. Системний варіант зареєстрований в 20,4% випадків. У більшості випадків (64,4%) у досліджених хворих спостерігався легкий ступінь тяжкості. Середню тяжкість захворювання визначено у 35,6% пацієнтів, серед яких переважали жінки. Тяжкість бартонельозу визначали на підставі вираженості загальної інтоксикації, гарячки, а також характеру запалення лімфовузлів. Тяжкий ступінь не був діагностований у жодного хворого.

У більшості хворих (88,1%) був наявний лімфаденіт, який переважно локалізувався в місцях подряпин або укусів (59,3%); розміри ураженого лімфовузла варіювали від 3 до 15 см. Відмінною рисою ХКП є часте виникнення ізольованого лімфаденіту без інших симптомів, що спостерігалося нами в 50,8% хворих. Серед хворих із лімфаденітом у 44,2% до запального процесу був залучений один лімфовузол, у 25% – декілька регіонарних лімфовузлів, і в 30,8% відмічалась полілімфоаденопатія. У 10,1% обстежених спостерігалось абсцедування лімфовузлів. У частини хворих були прояви ураження лімфоїдної тканини верхніх дихальних шляхів у вигляді першіння в горлі (27,1%), сухого кашлю (20,3%), гіперемії задньої стінки глотки (37,3%). В 1,7% хворих спостерігалось ускладнення у вигляді ретрофарингеального абсцесу. Через 1-6 тижнів після появи регіонарного лімфаденіту в 20,3% хворих з’являлася висипка – скарлатиноподібна, краснухоподібна або вузлувата еритема. Зникала вона через 1-2 тижні, не залишаючи пігментації та лущення.

Аналіз клінічних симптомів (гарячка, загальна слабкість, нездужання, біль голови та ін.) показав, що інтенсивність і тривалість їх реєстрації істотно не відрізнялися від аналогічних, які були описані іншими авторами. Так, ремітуюча гарячка (на рівні 38-40°С) тривалістю від 1 до 4 тиж. із загальними симптомами інтоксикації спостерігалась у 35,6% хворих, в інших випадках гарячка була субфебрильною або зовсім не відмічалась. Загальна слабкість і нездужання (59,3%), біль голови (42,4%), анорексія (33,9%), нудота (15,3%), артралгії й міальгії (11,9%), абдомінальні болі (5,1%) реєструвалися на фоні гарячки.

Залучення до патологічного процесу печінки у вигляді її збільшення та помірного підвищення активності трансаміназ виявлене у 28,8% обстежених; помірне збільшення селезінки – у 30,5%. Ці симптоми спостерігались і в хворих без синдрому гарячки. В 8,5% хворих у гострому періоді захворювання діагностовано зміни з боку нервової системи у вигляді невритів і розладів шкірної чутливості локального характеру. Безсоння реєструвалося в 5,1% випадків, виражена пітливість – в 11,9%. У жодного хворого порушення з боку центральної нервової системи (менінгіти, енцефаліти) нами не відзначалися. Картина крові на початку хвороби характеризувалася лімфомоноцитозом. При нагноєнні лімфовузлів виникав нейтрофільний лейкоцитоз, збільшувалася ШОЕ.

Маніфестні форми бартонельозу у ВІЛ-інфікованих пацієнтів спостерігалися в 10 випадках. Розподіл за статтю був рівнозначним. Пацієнти були у віці від 24 до 39 років, середній вік склав 33±6,1 роки. За класифікацією ВООЗ у 6 випадках діагностовано III клінічну стадію ВІЛ-інфекції (категорії за класифікацією CDC, 1993: В1 – 2 хворих, В2 – 2, В3 – 2) і в 4 – IV стадію (категорії С2 – 1, С3 – 3, відповідно). Споживачами ін’єкційних наркотиків (СІН) були 50% обстежених. Туберкульоз, токсоплазмоз і HCV-інфекцію діагностовано у 40%, мікст HBV- і HCV-інфекцію – в 10%. За клінічними варіантами бартонельоз перебігав у вигляді БА в 5 хворих, бацилярного пеліозу – 1, ХКП – 1, тривалої гарячки – 2, бактеріємії з хронічною анемією – 1.
При БА і бацилярному пеліозі пацієнти мали клінічну симптоматику, яка включала гарячку, озноб, нездужання, біль голови, втрату апетиту, з або без втрати ваги. Шкірні ураження при БА були представлені поодинокими або численними безболісними маленькими сферичними червоно-фіолетовими папулами. ХКП без первинного афекту ми спостерігали в особи з III клінічною стадією.
Ретроспективний аналіз біопсій лімфовузлів хворих із гістологічно підтвердженою наявністю лімфаденіту, в яких у подальшому нами була серологічно підтверджена бартонельозна етіологія, показав, що бартонельозний лімфаденіт характеризується проліферацією ретикулярних клітин, появою велетенських багатоядерних клітин, виявленням скупчень гіпербазофільних клітин і еозинофілів. У більш пізніх стадіях характерним є склероз із картиною гіперплазії ретикулоендотеліальних елементів, збільшення центрів розмноження фолікулів і еозинофілією тканин. У цілому гістопатологічні особливості є вельми характерними, але не патогномонічними. Типовою для ХКП є комбінація в одному препараті гранульом і мікроабсцесів.
Проведення біопсії уражених лімфовузлів показане лише в атипових випадках у разі необхідності виключити діагноз відмінний від ХКП (туберкульоз, туляремія, паховий лімфогранулематоз та ін.). У типових же випадках біопсія лімфовузла не показана, враховуючи травматичність методу й додаткові витрати. Проведенню аспірації ураженого лімфовузла перешкоджає можливість формування свища. Специфічність фарбування може бути поліпшена шляхом використання імуноморфологічних методів, але їх застосування при типовій ХКП, враховуючи доброякісність перебігу, є недоцільним.

Біологічною особливістю B. henselae і B. quintana є унікальна здатність стимулювати проліферацію клітин ендотелію та розростання капілярів із розвитком БА. Незважаючи на те, що провідним методом діагностики БА є біопсія з наступним гістологічним дослідженням, встановлення діагнозу є дуже складним у зв’язку зі схожістю гістологічної картини з цілою низкою патологічних процесів. 
Диференціальна діагностика БА базується на порівнянні маніфестної картини захворювання, результатів гістологічного дослідження біоптату та проводиться з саркомою Капоші, лімфомами, гемангіомами, піогенною гранульомою та іншими підшкірними пухлинами й інфекціями, при яких також спостерігається судинна проліферація. Діагностичною особливістю, яка відрізняє БА від іншої патології, є наявність бактерійних організмів. Продемонстрована нами можливість використання розробленої тест-системи для виявлення BartAg методом РНІФ у гістологічних зрізах вказує на високу специфічність імуноморфологічних досліджень.

Результати моніторингу поширеності antiBartIg, який був проведений серед мешканців Харківської області, були в межах загальних тенденцій. Так, в 56,3% клінічно здорових осіб визначались анамнестичні антитіла проти B. henselae, а в 77,5% – проти B. quintana (рис. 1).

Хворі на ВІЛ/СНІД знаходяться у групі високого ризику щодо виникнення різних опортуністичних інфекцій, у тому числі бартонельозів. Було встановлено, що antiBartIg в діагностичному титрі наявні майже в кожного третього ВІЛ-інфікованого, що свідчить про активний характер епідпроцесу (рис. 2). Інфікування встановлено в усіх вікових категоріях незалежно від статі (р>0,05).

На основі аналізу епідеміологічних даних у групі ВІЛ-інфікованих осіб встановлено, що серед СІН antiBartIg виявляються частіше (44,3%), у той час, як у групі осіб, що не споживають наркотики, лише в 25,2%.

Враховуючи тривалу внутрішньоеритроцитарну персистенцію бартонел та їхню здатність викликати хронічну бактеріємію в хазяїна, а також встановлений прямий зв’язок між наркозалежністю й інфікуванням бартонелами (χ2 = 6,66, p = 0,01; r = 0,19, p = 0,01), постає питання про можливість гемоконтактного шляху передачі бартонельозу. 
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Рис. 1. Рівні специфічних антитіл проти збудників бартонельозу в сироватках крові клінічно здорових людей (n=80)
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Рис. 2. Рівні специфічних антитіл проти B. henselae в сироватках крові ВІЛ-інфікованих осіб (n=176)
Крім того, нами встановлений зв’язок між наявністю HCV-інфекції та бартонельозу (χ2 = 4,64, p = 0,03; r = 0,16, p = 0,03), при відсутності статистично достовірного зв’язку між HBV-інфекцією та бартонельозом (χ2 = 2,84, p > 0,05; r = 0,12, p > 0,05).

Аналіз виявлення маркерів HBV і HCV серед респондентів цього дослідження встановив, що одночасно маркери вірусних гепатитів В і С частіше зустрічалися у СІН, ніж у інфікованих ВІЛ статевим шляхом. Світова практика вказує на провідну роль СІН у підтримці епідемічного процесу не лише при ВІЛ-інфекції, але й інших інфекціях, до яких за нашими дослідженнями відноситься і бартонельоз.

Відомо, що поведінкові та імунологічні характеристики, що асоціюються з використанням наркотиків, також сприяють збільшенню поширеності патогенів, які не мають гемоконтактного шляху інфікування, як, наприклад, Mycobacterium tuberculosis. У обстежених нами осіб не встановлений достовірний зв’язок між інфікуванням мікобактеріями та бартонелами (χ2 = 2,56, p > 0,05; r = 0,12, p > 0,05).

Прямий зв’язок між інфікуванням токсоплазмами та бартонелами (χ2 = 4,42, p = 0,04; r = 0,16, p = 0,04) пояснюється високою поширеністю B. henselae серед котів, які є основним джерелом ХКП. 
При проведенні аналізу клініко-лабораторних особливостей перебігу ВІЛ-інфекції на фоні бартонельозу нами не було встановлено статистично достовірного зв’язку між наявністю інфікування бартонелами та змінами в еритроцитарній, тромбоцитарній та лейкоцитарній ланках гемограми (табл. 1), попри те, що бартонели при маніфестних формах здатні викликати гемолітичні анемії, тромбоцитопенії та гнійно-запальні реакції.

Таблиця 1
Показники периферичної крові у ВІЛ-інфікованих осіб
в залежності від інфікування бартонелами
	Показник
	Bartonella spp. позитивні
	Bartonella spp. негативні

	
	n
	M±m
	n
	M±m

	Еритроцити, ×1012/л
	61
	4,09±0,09
	115
	3,97±0,06

	Ступінь анізоцитозу еритроцитів, %
	51
	13,54±0,27
	106
	13,21±0,18

	Концентрація гемоглобіну, г/л 
	61
	132,08±2,62
	115
	132,59±1,76

	Гематокрит, %
	51
	0,36±0,01
	106
	0,36±0,01

	Середній об’єм еритроцита, фемтолітри
	51
	89,51±2,00
	106
	91,89±1,27

	Середній вміст гемоглобіну в окремому еритроциті, пг
	51
	34,57±1,51
	106
	34,16±0,49

	Середня концентрація гемоглобіну в еритроциті, г/л
	51
	369,9±1,45
	106
	371,24±0,67

	Лейкоцити, ×109/л
	61
	4734,4±268,86
	115
	4960,9±220,53

	Еозинофіли, %
	59
	2,80±0,25
	113
	2,36±0,15

	Паличкоядерні нейтрофіли, %
	58
	2,16±0,38
	103
	1,51±0,09

	Сегментоядерні нейтрофіли, %
	61
	53,87±1,41
	115
	54,70±0,97

	Лімфоцити, %
	61
	32,26±1,24
	115
	32,34±0,91

	Моноцити, %
	61
	9,10±0,52
	115
	9,23±0,28

	Тромбоцити, ×109/л
	60
	233,05±9,93
	113
	241,72±8,29

	Середній об’єм тромбоцитів, фемтолітри
	51
	8,27±0,11
	106
	8,18±0,08


Крім того, незважаючи на те, що імунний статус хворих розглядається як ключовий фактор, що визначає характер процесу, який формується при бартонельозі, достовірної залежності між рівнем CD3, CD4 і CD8 клітин та інфікуванням бартонелами нами встановлено не було (табл. 2). Відсутність відмінностей між показниками специфічного та неспецифічного імунного захисту має бути представлена як доказ однакової ураженості цих ланок як в групі ВІЛ-інфікованих із бартонельозом, так і без останнього.

Таблиця 2

Показники імунограми у ВІЛ-інфікованих осіб
в залежності від інфікування бартонелами
	Показник
	Bartonella позитивні
	Bartonella негативні

	
	n
	M±m
	n
	M±m

	CD4, %
	59
	23,29±1,48
	112
	24,32±1,12

	CD4, абс.
	59
	367,41±28,11
	112
	386,4±23,14

	CD3, %
	59
	80,05±1,11
	112
	79,35±0,84

	CD3, абс.
	59
	1267,8±73,37
	112
	1263,7±51,09

	CD8, %
	59
	53,39±1,57
	109
	52,81±1,23

	CD8, абс.
	59
	849,49±60,33
	109
	835,85±38,78

	CD4/CD8
	59
	0,54±0,05
	109
	0,53±0,04

	Лімфоцити, абс.
	59
	1562,2±83,05
	112
	1575,0±58,94


Особливий інтерес викликає ієрархія показників системоутворення, що відображає внесок кожного чинника у формування системи. На фоні інфікування бартонелами досліджені показники гемо- та імунограми характеризують більш виражене порушення гомеостазу, що проявляється збільшенням кількості та величини значущих зв’язків. У разі інфікування бартонелами організм стає більш чутливим до інших шкідливих чинників. У свою чергу, ці чинники викликають подальше погіршення стану, ніби замикаючи “порочне коло” (рис. 3).
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РРис. 3. Ієрархія показників системоутворення.
Бартонельоз може бути поштовхом до активації інших опортуністичних інфекцій та навпаки. Можливо саме тому у групі хворих, які були серопозитивними щодо бартонельозу, відмічається достовірно більший відсоток (p<0,05) осіб із III і IV клінічними стадіями ВІЛ-інфекції (93% проти 82%, відповідно). 

У той же час, у групі хворих, які були серонегативними щодо бартонельозу, внесок інфікування токсоплазмами та мікобактеріями практично в 2 рази нижчий. Споживання ін’єкційних наркотиків, а також інфікування вірусами гемоконтактних гепатитів, токсоплазмами, мікобактеріями реалізують патогенну дію бартонел, що призводить до більш виразних зсувів у системі неспецифічного та специфічного захисту макроорганізму й тим самим більш вираженої тяжкості ВІЛ-інфекції. Досліджені чинники мають бути оцінені як чинники ризику бартонельозу, тому що реалізація вказаних чинників істотно підвищує ризик маніфестації можливої латентної інфекції.

Для етіологічної діагностики бартонельозу доступні різні методи. «Золотим стандартом» є культуральний метод. Виділення чистої культури бартонел є дуже складним, тривалим за часом і потребує спеціальних умов. Більшість лабораторій не має виробничих потужностей, щоб підтримувати культури бартонел упродовж тривалого періоду або запобігти контамінації. Враховуючи вищезазначене, проблема індикації чистої культури Bartonella spp. залишається дуже складним завданням. Бартонели не метаболізують сполучення, які входять до складу панелей швидких біохімічних тестів.

Мікробіологічний метод лабораторної діагностики бартонельозу не знайшов широкого застосування безпосередньо в медичній практиці, тому що виділити збудника зі зразків клінічного матеріалу вдається відносно рідко й таке дослідження є досить тривалим (в середньому, від 12 до 16 діб).

Більшість фахівців домінуючим клінічним варіантом бартонельозу вважають ХКП, а основним етіологічним агентом визнано B. henselae. Періодично описують нові види бартонел, які асоціюються з різноманітними патологічними станами людини (B. vinsonii, B. clarridgeiae, B. elizabethae та ін.). Ці обставини стимулюють науковців розробляти більш ефективні ПС для виділення бартонел із клінічного матеріалу та удосконалювати всі етапи мікробіологічного методу етіологічної лабораторної діагностики бартонельозу.

Результати наших досліджень показали, що при застосуванні якісних ПС (ОША) та дотриманні оптимальних умов вирощування висівів завжди вдається виділяти ізоляти бартонел із клінічного матеріалу. Слід зазначити, що таку високу частоту виділення нами Bartonella spp. із досліджених зразків від хворих на ХКП і БА можна пояснити попереднім ретельним відбором цих “тематичних” хворих. Усі вони мали чітко встановлений клінічний діагноз, а перебіг захворювання у них був типовим. Крім того, висів на ПС зразків здійснювали безпосередньо після їх відбору. 
Незважаючи на те, що є дані, відповідно до яких бартонели здатні рости на КА, у переважної більшості досліджених штамів ми не виявили такої здатності. В наших експериментах лише типовий штам B. henselae CCUG 30454 BT впродовж 14 діб вирощування давав слабкий ріст, а клінічні штами Bartonella spp. не утворювали видимих неозброєним оком макроколоній на КА впродовж 24 діб їх культивування в атмосфері з 5%-им СО2 при температурі (35(0,5)оС.

Морфологічні, тинкторіальні, культуральні, біохімічні властивості виділених із клінічного матеріалу культур бартонел, в цілому, були подібні до характеристик типового штаму B. henselae, але були зафіксовані й деякі відмінності в розмірах клітин та в морфології макроколоній.
Проведені нами дослідження біологічних властивостей типового штаму B. henselae та восьми клінічних ізолятів Bartonella spp. підтверджують дані інших авторів. При світловій мікроскопії у препараті, виготовленому з одного і того ж самого штаму Bartonella spp., виявляється поліморфність клітин: прямі та злегка зігнуті палички та кокопалички довжиною 0,7-1,8 мкм та 0,5-0,7 мкм у діаметрі. Кінці паличкоподібних клітин були як заокругленими, так і загостреними.
В препаратах, які було виготовлено з типового штаму B. henselae та клінічних ізолятів Bartonella spp., клітини цих бактерій добре фарбувались за методами: Здродовського (в рубіново-червоний колір), Романовського-Гімзи (в синьо-голубий колір), Гіменеца (в яскраво-червоний колір), посрібленням за Warthin-Starry в модифікації Морозова (в світло- та темно-коричневий колір). Найменш виразне фарбування клітин бартонел відмічено при фарбуванні препаратів за методом Романовського-Гімзи, а найбільш якісне фарбування цих мікроорганізмів забезпечував метод посріблення за Warthin-Starry, що відмічали й інші дослідники. Фарбування клітин бартонел за методом Грама не дає стабільних, однотипних, чітких результатів, незважаючи на те, що ці бактерії описують як грамнегативні палички та кокопалички. В препаратах, пофарбованих за Грамом, в одному і тому самому полі зору ми спостерігали клітини політипно пофарбовані в червоний та бузково-червоний колір.

Добре відомо, що штами бартонел характеризуються високою вибагливістю до ПС. За результатами наших досліджень ці мікроорганізми не росли на переважній більшості ПС, які найбільш широко застосовуються в практиці бактеріологічних лабораторій для діагностики інфекційних захворювань. ОША, який виготовлявся нами на основі ВНІА, забезпечував більш швидкий ріст типового та клінічних штамів бартонел. Це дозволило скоротити тривалість інкубації первинних та повторних висівів для утворення видимих неозброєним оком макроколоній Bartonella spp. з 14-16 до 10-12 діб. 
Окрім типових форм макроколоній, що описані в науковій літературі, у двох клінічних штамів Bartonella spp. ми спостерігали зовсім інші, не описані раніше типи макроколоній у формі веретеноподібних кристаликів довжиною 0,3-1,3 мм і шириною в центральній зоні 0,1-0,5 мм, із гладкою поверхнею, чіткими краями, напівпрозорого жовтуватого кольору, які при боковому освітленні давали яскравий відблиск у центральній та периферійних зонах.

Із інгредієнтів, які нами було експериментально апробовано (гемін, СРЧМ, ЕНКАД та ДПД), при їх внесенні у ПС (ОША та ВНІА) лише СРЧМ суттєво стимулював ріст Bartonella spp., що дозволило прискорити формування видимих неозброєним оком макроколоній на 5 діб. А використання ВНІА з додаванням СРЧМ, завдяки збереженню прозорості цього середовища, створює переваги для вивчення характеристик макроколоній у пронизуючому світлі.

Результати наших досліджень також підтверджують дані інших авторів щодо потреб бартонел в X- i V-факторах для їх росту. Відповідно до біохімічної активності бартонели слід віднести до біохімічно інертних груп бактерій. Усі досліджені нами штами Bartonella spp. були оксидазо-, каталазо- та уреазонегативними, не відновлювали нітрати в нітрити, не утворювали сірководень при розщепленні білків, не ферментували вуглеводи та ліпіди, виявляли помірну пептидазну активність.

Виготовлені зі штаму B. henselae ЛНМІЗ 06U054 РНІФ-тест-системи для виявлення BartAg та antiBartIg характеризувалися високим рівнем чутливості, специфічності та відтворюваності результатів (табл. 3). 
Таблиця 3
Узагальнені результати випробування РНІФ-тест-систем
для виявлення BartAg та antiBartIg при дослідженні модельних зразків

та зразків клінічного матеріалу

	Показники результатів дослідження
	Рівень узагальнених показників тестування зразків при використанні РНІФ-тест-систем
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[image: image2.wmf])

(

d

m

±



	Чутливість
	зі штамом ЛНМІЗ 06U054:

(1,3(0,7)(105 корпускул антигену/мл;

при використанні інших штамів B. henselae відносно показника для штама ЛНМІЗ 06U054:

(72(6) %
	при використанні antiBartIg кролика, що гомологічні штаму ЛНМІЗ 06U054:

(0,2(0,03) мг антитіл/мл;

при використанні негомологічних штаму ЛНМІЗ 06U054 antiBart сироваток та Ig відносно показника для antiBartIg кролика:

(67(8) %

	Специфічність
	(92(3) %
	(91(4) %

	Відтворюваність
	(95(5) %
	(95(5) %


Тест-системи мають короткий термін придатності й тому не є економічними для лабораторій з малою потужністю; для візуалізації реакцій потрібні флюоресцентні мікроскопи. Крім того, було встановлено, що бартонели мають кросреактивність із Coxiella burnetii, Rickettsia spp., Ehrlichia spp. (Vermeulen M.J. із співавт., 2010). Суб’єктивність методу дуже важлива, тому рекомендовано, щоб два оператори зчитували результати, що теж є обмеженням, враховуючи короткий термін флюоресценції. Переваги для РНІФ включають: легкість у застосуванні, тестування може бути зроблено швидко, та результати можуть бути отримані в день забору біоматеріалу, комплекти тест-систем зручні у використанні.

Застосування праймерних систем rpoB i pap31 забезпечує близький рівень результативності ПЛР-детекції B. henselae (табл. 4). Паралельне застосування обох праймерних систем забезпечує можливість диференціювати методом ПЛР види B. henselae та B. quintana. ПЛР у сучасних умовах стала гідним вибором, хоча доступність за ціною є відносна. Багато зусиль науковців зараз покладається на розробку ПЛР у реальному часі та секвенування ампліконів ДНК бартонел. 

Таблиця 4
Випробування методу ПЛР на модельних зразках із суспензіями бактерій та корпускулярного діагностикуму штамів мікроорганізмів гомологічних видів при використанні праймерів rpoB i pap31

	Показники результатів дослідження
	Рівень узагальнених показників тестування зразків методом ПЛР при використанні праймерних систем 
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	Специфічність
	(74,1±9,9) %
	для штамів B. henselae та корпускулярного діагностикуму B. quintana 

(83,3±8,3) %

	Чутливість
	(8,1±3,5) × 104 КУО/мл

(6,3±1,9) × 105 б.к./мл
	для штамів B. henselae
(9,8±5,6)×103 КУО/мл

(1,4±1,2)×105 б.к./мл

для корпускулярного діагностикуму

B. quintana
(8,6±1,4)×105 б.к. /мл

	Відтворюваність 
	(81,3±6,3) %
	для штамів B. henselae та корпускулярного діагностикуму B. quintana (89,9±3,3) %


Результати визначення чутливості штамів бартонел до антимікробних препаратів, які було отримано нами, співпадають із загальновизнаним положенням про те, що ця група бактерій в цілому характеризується досить високою чутливістю до більшості антибіотиків, які широко використовуються в медичній практиці. Проте, дані щодо чутливості бартонел до антимікробних препаратів різних хімічних груп надзвичайно суперечливі.

Найчастіше розбіжності стосуються питання чутливості бартонел до дії антибіотиків груп β-лактамів, макролідів і тетрациклінів. Пеніциліни не знайшли широкого використання в терапії бартонельозів, але результати наших досліджень показали, що культури Bartonella spp. у 100% випадків чутливі in vitro до пеніцилінів, амінопеніцилінів, карбоксипеніцилінів. Досить часто для лікування ХКП фахівці пропонують застосовувати цефалоспорини. Результати наших досліджень показали варіацію чутливості бартонел до різних препаратів цієї групи. Так, усі досліджені штами були чутливими до цефалексину, цефазоліну, цефаклору, цефтриаксону, але 71% цих штамів виявився резистентним до цефотаксиму. Отримані нами дані свідчать про високу (100%) чутливість бартонел до рифампіцину, що узгоджується з клінічною ефективністю препарату при ХКП, але його застосування не рекомендується в якості монотерапії бартонельозу через швидке виникнення резистентності.

Традиційно для лікування бартонельозу, в тому числі ХКП, застосовувались антибіотики груп макролідів і тетрациклінів. Так, першою лінією терапії БА у ВІЛ-інфікованих осіб є еритроміцин. Традиційні рекомендації щодо застосування еритроміцину базуються на його ефективності при БА, тоді як у хворих на ХКП терапевтична ефективність еритроміцину не підтверджена в жодному дослідженні. Крім того, еритроміцин має суттєвий недолік – швидке формування мікробної резистентності.
Єдиним антибактерійним препаратом, клінічна ефективність якого була встановлена в ході подвійного сліпого плацебо-контрольованого дослідження при лікуванні неускладненої ХКП у імунокомпетентних пацієнтів, є азитроміцин, що призначався протягом 5-10 днів. Окрім зменшення тривалості лімфаденіту, відмінностей порівняно з пацієнтами, що не отримували антибактерійну терапію, нами знайдено не було.
Досліджені нами штами Bartonella spp. in vitro характеризувалися резистентністю до еритроміцину у 57%, до кларитроміцину – у 29%, до азитроміцину – у 43%, до тетрацикліну – у 14%. Ці дані суперечать відносній клінічній ефективності застосування вищевказаних препаратів для лікування бартонельозу. Крім того, ефективність застосування антибіотиків в імунокомпетентних пацієнтів при ХКП не доведена. Враховуючи імунопатологічний характер проявів цього варіанту хвороби, ризик виникнення побічних реакцій, а також розвитку стійкої флори, імунокомпетентним хворим із легким і середнім ступенем тяжкості антибіотикотерапія не рекомендується. Необхідно відзначити, що у пацієнтів із ослабленою імунною системою, на відміну від імунокомпетентних пацієнтів, при застосуванні антибіотиків спостерігається значне клінічне поліпшення.

Враховуючи розбіжність між результатами визначення ефективності антибіотиків in vitro та in vivo, можна припустити, що клінічні прояви хвороби, ймовірно, обумовлені не мікроорганізмами, а імунопатологічними реакціями, що опосередковані антигенами бартонел. Вищезазначене знецінює вивчення антибіотикочутливості клінічних ізолятів бартонел.

За даними Meghari S. зі співавт. (2006), Sapadin A.N., Fleischmajer R. (2006), Shichiri M, Tanaka Y. (2010) макроліди, тетрацикліни та ансаміцини є унікальними класами препаратів, які не лише володіють високою протимікробною активністю, але мають потужний неантибактерійний потенціал, завдяки якому здатні корегувати імунологічні та запальні реакції й здійснювати антиангіогенну дію. Це відкриває нові перспективи для їх використання в терапії бартонельозу.

ВИСНОВКИ

У дисертації вирішена проблема клініко-етіологічної діагностики бартонельозу за допомогою застосування удосконалених поживних середовищ, імунодіагностичних тест-систем і методу полімеразно-ланцюгової реакції. Отримано нові дані про клінічний перебіг бартонельозу, встановлені категорії ризику зараження. Теоретично та клінічно обґрунтована необхідність включення бартонельозу до схем моніторингу опортуністичних інфекцій при ВІЛ/СНІД.
1. Маніфестна форма бартонельозу характеризувалася переважним перебігом у вигляді типової ХКП (69,5%). У 30,5% спостерігались інші варіанти інфекції: системний, окулогландулярна ХКП, орофарингеальна ХКП, бацилярний ангіоматоз. У 29,0% ВІЛ-інфікованих реєструвалася латентна форма бартонельозу. Маніфестація процесу в 5,7% осіб із III і IV клінічними стадіями ВІЛ/СНІД характеризувалася домінуванням бацилярного ангіоматозу (50,0%) над іншими варіантами: системним, бацилярним пеліозом і типовою ХКП. Усі атипові варіанти бартонельозу потребували етіологічної розшифровки.
2. Висока (86,3%) поширеність анамнестичних антибартонельозних антитіл у клінічно здорових людей усіх вікових категорій, незалежно від статі, свідчить про активний характер епідеміологічного процесу, убіквітарність бартонел, ординарний характер інфікування. Частіше виявляються антитіла проти B. quintana, ніж проти B. henselae (77,5% і 56,3%, відповідно). Виявлення антибартонельозних антитіл у діагностичному титрі у 34,7% осіб із ВІЛ/СНІД свідчить про високий рівень інфікованості цієї групи населення, особливо споживачів ін’єкційних наркотиків.

3. Гістологічна картина бартонельозного лімфаденіту та бацилярного ангіоматозу має вельми характерні, але не патогномонічні ознаки. При типовій ХКП гістологічне підтвердження діагнозу не є необхідним, оскільки дані анамнезу, наявність подряпин у поєднанні з регіонарним лімфаденітом і гарячкою є діагностичним. Використання РНІФ-тест-системи для виявлення бартонельозного антигену в біосекційному матеріалі з подальшим аналізом гістологічної картини при атипових варіантах удосконалює діагностику бартонельозу.

4. Бартонели характеризуються високою вибагливістю до поживних середовищ і умов культивування. Застосування оптимізованого шоколадного агару з додаванням стимулятору росту чумного мікробу, дотримання загальноприйнятих правил асептики, відбору та посіву зразків клінічного матеріалу, оптимальних умов вирощування висівів дозволяє з високою частотою виділяти від хворих на бартонельоз ізоляти Bartonella spp. при вирощуванні впродовж 5-10 діб.

5. Вивчення біологічних властивостей клінічних ізолятів Bartonella spp. показало, що за морфологічними, тинкторіальними та біохімічними властивостями культури бартонел є монотипними та не відрізняються від референтного штаму B. henselae CCUG 30454 BT (CDC G5436, ATCC 49882, CIP 103737). Враховуючи, що бартонели є ферментативно інертними та не метаболізують сполучення, які входять у біохімічні тестові панелі, ідентифікація їх в умовах бактеріологічних лабораторій дуже складна.

6. Бартонели характеризуються in vitro високою чутливістю до пеніцилінів, амінопеніцилінів, карбоксипеніцилінів, цефалоспоринів (за винятком цефотаксиму), аміноглікозидів, карбопенемів, фторхінолонів, глікопептидів, ансаміцинів, нітробензолів. Від 14 до 57% штамів Bartonella spp. резистентні до макролідів і тетрациклінів.
7. Встановлено, що використання вітчизняної РНІФ-тест-системи для виявлення бартонельозного антигену забезпечує проведення лабораторних досліджень із рівнем чутливості (1,3(0,7)(105 корпускул антигену/мл, специфічності (92(3)%, відтворюваності (95(5)%; а використання з цією метою РНІФ-тест-системи для визначення антибартонельозних антитіл – (0,2(0,03) мг антитіл/мл, (91(4)% і (95(5)%, відповідно.

8. Застосування праймерних систем rpoB i pap31 забезпечує близький рівень результативності методу ПЛР-детекції B. henselae зі специфічністю (74,1-83,3)%, чутливістю (1,4-6,3)(105 б.к./мл, відтворюваністю (81,3-89,9)%. Експериментально підтверджено видову специфічність вказаних праймерних систем: rpoB для ідентифікації B. henselae, а pap31 – для B.henselae та B. quintana. Паралельне застосування обох праймерних систем забезпечує можливість диференціювати види B. henselae та B. quintana. ПЛР-детекція може застосовуватись і як метод контролю ефективності етіотропної терапії.
Практичні рекомендації

1. Враховуючи поширеність бартонельозу серед ВІЛ-інфікованих та хворих на СНІД, рекомендується включити детекцію Bartonella spp. до схем моніторингу опортуністичних інфекцій, що сприятиме підвищенню ефективності лікування.
2. Розроблені та апробовані оптимізований шоколадний агар та експериментальні РНІФ-тест-системи для визначення в зразках клінічного матеріалу (кров, пунктат лімфовузлів, біоптат ангіом та ін.) бартонельозного антигену та рівня антибартонельозних антитіл (сироватка крові) рекомендуються для широкого практичного використання в роботі бактеріологічних лабораторій лікувальних закладів, науково-дослідних інститутів протиепідемічного профілю. Використання РНІФ-тест-системи для виявлення бартонельозного антигену в біосекційному матеріалі або ПЛР із застосуванням праймерних систем rpoB i pap31 із подальшим аналізом гістологічної картини в роботі патологоанатомічних відділень лікувальних закладів сприятиме підвищенню етіологічної діагностики бартонельозу.
3. Рекомендовано для широкого практичного використання в роботі бактеріологічних лабораторій лікувальних закладів, науково-дослідних інститутів протиепідемічного профілю розроблені протоколи підготовки зразків клінічного матеріалу, протоколи технології здійснення досліджень бактеріологічним, імунофлюоресцентним та ПЛР-методами з метою виявлення Bartonella spp. та визначення рівня специфічних антитіл.

4. Вивчення антибіотикочутливості клінічних ізолятів бартонел in vitro проводити недоцільно, оскільки отриманий результат не може передбачити ефективність терапії, тому що встановлена клінічна ефективність макролідів, тетрациклінів та ансаміцинів зумовлена більшою мірою їх протизапальною й антиангіогенною діями, ніж антимікробною активністю. 
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Бондаренко А.В. Клініко-діагностична характеристика бартонельозу. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.01.13 – інфекційні хвороби; ДУ “Інститут епідеміології та інфекційних хвороб ім. Л.В. Громашевського НАМН України”; Київ, 2012.

У дисертації представлено комплексне дослідження бартонельозу. Проведено моніторинг антибартонельозних антитіл серед населення Харківської області та встановлені групи ризику зараження. Дано опис хворих на бартонельоз, діагноз в яких підтверджено бактеріологічно, серологічно, молекулярно-генетично. Встановлено, що у ВІЛ-інфікованих на фоні бартонельозу відбувається реактивація туберкульозу та токсоплазмозу, виявлено взаємозв’язок між ін’єкційною наркоманією й інфікованістю бартонелами.

Визначені біологічні властивості регіональних штамів бартонел. Представлена оцінка сучасних методів діагностики бартонельозу, удосконалення бактеріологічного та гістологічного методів, розробка вітчизняних імунологічних тест-систем, випробування ПЛР. Науково обґрунтовано ефективність та доцільність використання цих методів у клінічних умовах.
Ключові слова: бартонельоз, клініка, діагностика, моніторинг.
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Бондаренко А.В. Клинико-диагностическая характеристика бартонеллеза. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук по специальности 14.01.13 – инфекционные болезни; ГУ “Институт эпидемиологии и инфекционных болезней им. Л.В. Громашевского НАМН Украины”; Киев, 2012.

В диссертации представлены результаты системного научного исследования бартонеллеза. Определен комплекс эпидемиологических, клинических и микробиологических критериев этиологической диагностики. Результатом мониторинга антибартонеллезных антител среди населения Харьковской области явилось выявление значительной распространенности анамнестических антибартонеллезных антител (анти-B. quintana – у 77,5%, анти-B. henselae – у 56,3%). Выявление антибартонеллезных антител в диагностическом титре у 34,7% ВИЧ-инфицированных лиц свидетельствует о высокой степени инфицированности этой группы населения, особенно потребителей инъекционных наркотиков.
Дано описание группы больных бартонеллезом, диагноз у которых подтвержден бактериологически, серологически или молекулярно-генетически. Установлено, что бартонеллез может протекать в различных клинических формах и вариантах, что необходимо учитывать при диагностике заболевания. Манифестная форма представлена преимущественно (69,5%) типичной болезнью кошачьей царапины (БКЦ), хотя у ВИЧ-инфицированных лиц чаще регистрируется бациллярный ангиоматоз (50,0%) с манифестацией в III и IV клинических стадиях. Установлено, что у ВИЧ-инфицированных на фоне бартонеллеза происходит реактивация туберкулеза и токсоплазмоза.

Гистологическая картина бартонеллезного лимфаденита и бациллярного ангиоматоза обнаруживает весьма характерные, но не патогномоничные признаки. При типичном варианте БКЦ гистологическое подтверждение диагноза не является необходимым, поскольку данные анамнеза, выявление царапин в сочетании с регионарной лимфаденопатией и лихорадкой являются диагностическими. Установлена возможность ретроспективной диагностики атипичных вариантов БКЦ и бациллярного ангиоматоза при исследовании архивных биоптатов лимфатических узлов и кожи в реакции непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ).

Приведены результаты индикации и идентификации региональных штаммов бартонелл. Изучение биологических свойств клинических изолятов Bartonella spp. показало, что по морфологическим, тинкториальным и биохимическим свойствам культуры являются монотипными и не отличаются от референтного штамма B. henselae CCUG 30454 BT (CDC G5436, ATCC 49882, CIP 103737). Бартонеллы являются ферментативно инертными и не метаболизируют соединения, входящие в обычные биохимические тестовые панели, что затрудняет их идентификацию. In vitro бартонеллы характеризуются высокой чувствительностью к большинству антибактериальных препаратов. От 14 до 57% штаммов Bartonella spp. резистентны к макролидам и тетрациклинам. Бартонеллы характеризуются высокой прихотливостью к питательным средам и условиям культивирования. Для выделения бартонелл в образцах клинического материала (кровь, пунктат лимфоузлов, биоптат ангиом и др.) разработаны и апробированы оптимизированный шоколадный агар и РНИФ-тест-системы для определения антигена и уровня антител. Установлено, что разработанная РНИФ-тест-система для выявления бартонеллезного антигена обеспечивает проведение лабораторных исследований с уровнем чувствительности (1,3±0,7)×105 корпускул антигена/мл, специфичности (92±3)%, воспроизводимости (95±5)%, а РНИФ-тест-система для определения антибартонеллезных антител – (0,2±0,03) мг антител/мл, (91±4)% и (95±5)%, соответственно. Применение праймерных систем rpoB и pap31 обеспечивает близкий уровень результативности метода ПЦР-детекции B. henselae со специфичностью (74,1-83,3)%, чувствительностью (1,4-6,3)×105 (бактериальных клеток)/мл, воспроизводимостью (81,3-89,9)%. Экспериментально подтверждена видовая специфичность праймерных систем: rpoB для идентификации B. henselae, а pap31 – для B. henselae и B. quintana. Параллельное применение обоих праймерных систем обеспечивает возможность дифференцировать методом ПЦР виды B. henselae и B. quintana. Научно обоснована возможность, эффективность и целесообразность использования разработанных и усовершенствованных методов в клинических условиях.

Учитывая распространенность бартонеллеза среди ВИЧ-инфицированных лиц, атипичность клинической симптоматики у этого контингента и вероятность неблагоприятного исхода болезни без адекватной этиотропной терапии, рекомендуется включить бартонеллез в схемы мониторинга оппортунистических инфекций. А наличие антиангиогенного эффекта у макролидов (эритромицин, кларитромицин, азитромицин), тетрациклинов (доксициклин) и ансамицинов (рифампицин) позволяет рекомендовать введение этих препаратов в клинический протокол лечения бартонеллеза у больных ВИЧ-инфекцией и СПИДом.

Ключевые слова: бартонеллез, клиника, диагностика, мониторинг.
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Complex research of bartonellosis was presented in thesis. Monitoring of anti-Bartonella antibodies among a population of Kharkiv region was conducted and risk groups of infection were specified. Description of patients with bartonellosis, which diagnosis confirmed bacteriologically, serologically and molecular-genetically, was given. Reactivation of tuberculosis and toxoplasmosis on the background of bartonellosis and correlation between injection drug addiction and Bartonella infection was set in HIV-infected.

Biological properties of regional strains of Bartonella spp. were determined. Assessment of modern methods of bartonellosis diagnostics, improvement of bacteriological and histological methods, development of in-house immunological test-systems, and realize of PCR were presented. Efficiency and expediency of the usage of these methods in clinic were scientifically substantiated.

Keywords: bartonellosis, clinic, diagnostic, monitoring.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

	б.к.
	· бактерійні клітини

	БА 
	· бацилярний ангіоматоз

	ВІЛ
	· вірус імунодефіциту людини 

	ЕНКАД
	· суміш продуктів ферментативного гідролізу дріжджів

	КА 
	· кров’яний агар

	ЛНМІЗ
	· лабораторія нових та маловивчених інфекційних захворювань

	ОЦПБС
	· обласний центр профілактики і боротьби зі СНІДом

	ОША 
	· оптимізований шоколадний агар

	ПЛР 
	· полімеразна ланцюгова реакція

	ПС
	· поживне середовище

	РНІФ 
	· реакція непрямої імунофлюоресценції

	СІН
	· споживачі ін’єкційних наркотиків

	СНІД
	· синдром набутого імунодефіциту

	СРЧМ 
	· стимулятор росту чумного мікробу

	ТША 
	· типовий шоколадний агар

	ХКП 
	· хвороба від котячих подряпин

	antiBartIg
	· антибартонельозні імуноглобуліни 

	BartAg
	· бартонельозний антиген

	ВНІА
	· екстракт мозку та серця

	HBV
	· вірус гепатиту В

	HCV
	· вірус гепатиту С
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