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 Вплив герпесвірусної інфекції на кореляційні зв’язки показників імунної відповіді дітей хворих на ротавірусний гастроентерит
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Мета. Встановити особливості структури кореляційних зв'язків показників імунної відповіді в дітей хворих на ротавірусну інфекцію (РВІ), на тлі інфікування їх герпесвірусами (ГВ) у різні періоди захворювання. 

Матеріали та методи: Обстежено 104 дитини віком від одного до трьох років, хворих на середньої тяжкості та тяжкі форми кишкової інфекції ротавірусної етіології. Пацієнтів було розподілено на 2 групи: 1 група — 33 дитини, які не мали фонового інфікування герпесвірусами, 2 група — 71 дитина, що переносили РВІ на тлі латентної герпесвірусної інфекції (ГВІ). Проведено порівняльний аналіз кореляційних зв’язків показників імунної відповіді хворих обох груп (CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD22+, IgA, IgM, IgG, ІЛ 1β, 4, ФНП-α) у гострий період захворювання та у період ранньої реконвалесценції. 

Результати. У гострий період ротавірусної інфекції в обох групах системоутворюючим показником, що має найбільшу кількість зв'язків з іншими ознаками, був відносний вміст CD4+ Т-лімфоцитів, але характер та сила кореляційних зв’язків між показниками дітей порівнюваних груп різні. У період реконвалесценції відмінними є не тільки характер зв’язків та їх сила, а й сама матриця кореляційних зв’язків та системоутворюючі показники. Так у 1 групі дітей таким показником був відносний вміст CD8+ Т-лімфоцитів, 2 групи -ФНП-α.

Висновки. Отримані дані свідчать, що латентна герпесвірусна інфекція змінює матрицю кореляційних зв’язків показників імунної відповіді дітей хворих на ротавірусний гастроентерит на протязі всього захворювання. Зазначене є підставою для подальшого поглибленого вивчення цього питання, з метою пошуку шляхів відновлення більш фізіологічної структури кореляційних зв’язків імунної відповіді на етапі реабілітації цих хворих.
Ключові слова: ротавірусна та герпетична інфекції, кореляційні зв'язки показників імунної відповіді.
The aim. To establish features of structure of correlations of indicators of immune response at children of patients with a rotavirus infection (RVI), against their infection with herpesviruses (GV) in different periods of a disease. 

Materials and methods: 104 children aged one to three years, patients with moderate and severe intestinal infections of rotavirus etiology were examined. Patients were divided into 2 groups: 1 group - 33 children who did not have a background infection with herpesviruses, 2 group - 71 children who suffered from RVI on the background of latent herpesvirus infection (GVI). A comparative analysis of the correlations between the immune response of patients in both groups (CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD16 +, CD22 +, IgA, IgM, IgG, IL 1β, 4, TNFα) in the acute period of the disease and in the period of early convalescence. 

Results. In the acute period of rotavirus infection in both groups, the system-forming indicator with the highest number of connections with other traits was the relative content of CD4 + T-lymphocytes, but the nature and strength of correlations between children of the compared groups are different. In the period of convalescence, not only the nature of the connections and their strength are different, but also the matrix of correlations and system-forming indicators. Thus, in 1 group of children this indicator was the relative content of CD8 + T-lymphocytes, 2 groups – TNFα.
 Conclusions. The findings suggest that latent herpesvirus infection alters the correlation matrix of immune response rates in children with rotavirus gastroenteritis throughout the disease. This is the basis for further in-depth study of this issue, in order to find ways to restore a more physiological structure of the correlations of the immune response of these patients at the stage of rehabilitation of these patients.
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Мета. Встановити особливості структури кореляційних зв'язків показників імунної відповіді в дітей хворих на ротавірусну інфекцію, на тлі інфікування їх герпесвірусами у різні періоди захворювання. 
Вступ. За даними ВООЗ ротавірусна інфекція  залишається найбільш частою причиною діареї в дітей раннього віку [1]. Клінічна картина, перебіг та завершення будь якого інфекційного захворювання у тому числі і ротавірусного гастроентериту залежить не тільки від дії самого інфекційного агента на організм хазяїна, а й від відповіді його імунної системи [2, 3]. При цьому багато вчених вважає, що персистуючі інфекції, у тому числі і герпесвірусні, здатні змінювати відповідь імунної системи, що в свою чергу впливає на важкість й перебіг інфекційного процесу [5, 6]. Однак висновки дослідників відносно впливу герпесвірусної інфекції на імунну відповідь далеко не однозначні. З точки зору одних авторів, у осіб інфікованих герепесвірусами, спостерігається гальмування реакції імунної системи [6, 7], натомість ряд інших дослідників схиляється до думки, що герпесвіруси навпаки мають імуномоделюючий ефект [4,8,9]. Суперечливість даних простежується в доступній літературі і по відношенню реакції інтерлейкінів крові в дітей інфікованих і неінфікованих герпесвирусами [10,11]. Викладене вище, мабуть, пояснюється недостатньою вивченістю цих питань. У той же час залишаються практично не з'ясованими аспекти взаємозв'язків складових ланцюга імунної відповіді. А між тим, на думку деяких авторів, саме матриця кореляційних зв'язків імунних показників, їх характер і сила відображають адекватність імунної відповіді на різних етапах захворювання, а звідси - визначають терміни настання біологічного одужання пацієнтів [12, 13]. Аналіз літературних джерел, показав, що цьому питанню приділено недостатньо уваги, що додатково актуалізує проведення даного дослідження. Визначення структури кореляційних зв’язків у пацієнтів порівнюваних груп дозволить поглибити знання щодо особливостей формування імунної відповіді дітей, інфікованих герпесвірусами при розвитку в них кишкової інфекції ротавірусної етіології. 
Пацієнти та методи 

Для реалізації поставленої мети було обстежено 104 дитини віком від одного до трьох років, хворих на середньої важкості та важкі форми кишкової інфекції ротавірусної етіології, з приводу якої вони отримували відповідне лікування в умовах КНП ХОР «Обласна дитяча інфекційна клінічна лікарня» м. Харкова. Пацієнтів було розподілено на 2 групи: 1 група (моно-РВІ) - 33 дитини, які не мали фонового інфікування герпесвірусами, 2 група(мікст-РВІ) - 71 дитина, що переносили РВІ на тлі латентної ГВІ, з них 17 пацієнтів, було інфіковано цитомегаловірусом (ЦМВ),  23 дитини - вірусом Епштейна-Барр (ЕБВ) та 31- вірусом герпесу 6 типу (ВГЛ6). Діти зазначених груп були співставні за статтю, віком, важкістю захворювання та іншим параметрами. 
Верифікація діагнозу РВІ здійснювалася за допомогою виділення ротавірусного антигену з калових мас хворих методом імуноферментного аналізу (ІФА) і відповідних антитіл класу IgM з крові. Наявність інфікування вірусами групи герпес встановлювалась при наявності у сироватці дітей відповідних антитіл класа IgG та відсутності IgM (ІФА) і нуклеїнової кислоти (ПЛР) герпесвірусів 1, 2, 4, 5, 6 типів. До кагорти дослідження було включено дітей лише з латентною ЦМВ, EБВ, ВГЛ6 типу інфекціями. Поряд із загальноприйнятими клініко-лабораторними обстеженнями, в динаміці хвороби (1-3 і 8-10 доба), у сироватці крові хворих визначали вміст CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD22+ лімфоцитів методом імунофлюоресценції з використанням моноклональних антитіл («GRANUM», Ukraine). Вміст імуноглобулінів класу A, M, G (IgA, IgM, IgG) (г/л) визначали за допомогою двосайтового імуноферментного аналізу («GRANUM» , Ukraine).  Рівні інтерлейкінів (ІЛ 1β, 4, ФНПα) сироватки крові визначалися твердофазним імуноферментним методом («Novamedline», Німеччина) згідно з інструкцією. 
Статистична обробка отриманих даних проводилася за допомогою пакету прикладних програм IBM SPSS 25.0® для Windows® (Trial version). Оскільки розподіл показників суттєво відрізнявся від нормального за даними тесту Шапіро-Уілка, для статистичних розрахунків застосовували непараметричні статистичні методи. Так, для оцінки наявності та сили зв’язку був розрахований Rho-коефіцієнт рангової кореляції Спірмена (Spearman rank correlation R). У випадку, якщо коефіцієнт приймав значення від 0 до 1.0 кореляція вважалася прямою, якщо коефіцієнт приймав значення від 0 до -1,0 кореляція вважалася зворотною. Коефіцієнти кореляції від 0 до 0,3 (0 до -0,3) трактувалися як показники слабкого зв’язку; від 0,4 до 0,7 (відповідно від -0,4 до -0,7) — як помірної сили; та від 0,7 до 1,0 (відповідно від -0,7 до -1,0) — як високої сили зв’язку між ознаками. Результат надавали у вигляді значення коефіцієнту Rho та відповідного рівня достовірності р. Сили кореляційних зв’язків на малюнках позначено наступним чином:
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	Сильна пряма кореляція (0,7 до 1,0)
	
	Сильна зворотна кореляція (-0,7 до -1,0)

	
	Середньої сили пряма кореляція (0,4 до 0,7)
	
	Середньої сили зворотна кореляція (-0,4 до -0,7)
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	Слабка пряма кореляція (0 до 0,3)
	
	Слабка зворотна кореляція (0 до -0,3)


Статистично значущими відмінності визначали за р < 0,05. 
Результати та їх обговорення
З метою виявлення наявності впливу латентної герпесвірусної інфекції на імунну відповідь дітей хворих на РВІ, було проведено кореляційний аналіз імунних показників обстежених пацієнтів, у гострий період захворювання та у період ранньої реконвалесценції.
При порівняльному аналізі кореляційних структур, було виділено системоутворюючий показник, тобто той, що утворює найбільшу кількість зв'язків з іншими ознаками. В обох групах, у гострий період захворювання, таким показником став відносний вміст CD4+ Т-лімфоцитів, але характер та сила зв’язків між показниками, з якими утворено кореляції, дещо різняться. 

У кореляційній структурі хворих з моно-РВІ (Мал.1) відносний вміст CD4+ клітин, прямо сильно корелював із відносним рівнем CD3+ Т-лімфоцитів (Rho=0,772, р<0,001), також були виявлені прямі зв'язки середньої сили із CD8+, CD22+клітинами та імунним індексом (CD4+/CD8+) відповідно: Rho=0,575 (р<0,001), Rho=0,380 (р=0,029) та Rho=0,560 (р=0,001). Окрім цього, було виявлено пряму середньої сили кореляцію відносної кількості CD3+ Т-лімфоцитів із відносним вмістом CD8+ (Rho=0,371, р=0,033) та імунним індексом (Rho=0,512, р=0,002). Середньої сили пряма кореляція була отримана із відносною кількістю CD8+ (Rho=0,371, р=0,033) та імунним індексом (Rho=0,512, р=0,002). Середньої сили зворотно корелювали відносна кількість CD22+ Т-лімфоцитів та концентрація ІЛ-1β: Rho=-0,466, (р=0,007). Показники ФНП-α достовірно прямо середньої сили корелювали із вмістом  Ig M: Rho=0,386, (р=0,029).
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Мал. 1. Матриця кореляцій показників імунної відповіді дітей не інфікованих ГВ у гострий період РВІ (n=33).
У хворих в яких РВІ перебігала на тлі інфікування вірусами групи герпес (Мал. 2), відносний вміст CD4+ Т-лімфоцитів, позитивно середньої сили корелював із кількістю CD3+ та CD8+ Т-лімфоцитів, відповідно: Rho=0,409 (р<0,001), Rho=0,413, (р<0,001); слабкої сили пряма кореляція визначалася між показником імунного індексу та рівнем CD22+ клітин відповідно Rho=0,280 (р=0,020) та Rho=0,245 (р=0,042); зворотний слабкий зв'язок був отриманий щодо вмісту ІЛ-1β (Rho=-0,252, р=0,038). Окрім цього прямий слабкої сили кореляційний зв’язок було виділено між відносною кількістю CD3+ лімфоцитів та відносним вмістом CD22+ клітин (Rho=0,283, р=0,018). Сильну зворотну кореляцію було виявлено між відносною кількістю CD8+ клітин та імунним індексом (Rho=-0,634, р<0,001) при цьому CD8+ лімфоцити знаходились у прямому середньої сили зв’язку із відносною кількістю CD22+ клітин: Rho=0,334 (р=0,005). Відносна кількість CD16+ клітин достовірно зворотно середньої сили корелювала із концентрацією ФНП-α (Rho=-0,412, р<0,001). Інші прямі та зворотні кореляційні зв’язки які вказані на малюнку були слабкими та їх Rho знаходились у межах від 0 до 0,3 (0 до -0,3). Той факт, що системоутворюючим показником в обох випадках став вміст CD4+ Т-лімфоцитів, вірогідно, обумовлений активацією клітинної ланки імунної відповіді у гострий період захворювання.
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Мал. 2. Матриця кореляцій показників імунної відповіді дітей інфікованих ГВ у гострий період РВІ (n=71).

У період ранньої реконвалесценції в пацієнтів із моно-РВІ (Мал. 3) системоутворюючим показником було визначено відносний вміст CD8+ Т-лімфоцитів, який утворює прямі середньої сили кореляційні зв'язки між відносною кількістю CD 3+ клітинами та тісний прямий зв’язок з показником CD4+ Т-лімфоцитів відповідно: Rho=0,377 (р=0,044), Rho=0,707, (р<0,001). Зворотна середньої сили кореляція була отримана між відносною кількістю CD8+ Т-лімфоцитів та імунним індексом (CD4+/CD8+): Rho=-0,687 (р<0,001). Окрім цього прямі середньої сили кореляції було виявлено між показником CD3+ та CD4+ Т-клітинами: Rho=0,613 (р<0,001) та концентрацією ІЛ-1β і вмістом IgA: Rho=0,443 (р=0,014).
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Мал. 3. Матриця кореляцій показників імунної відповіді дітей не інфікованих ГВ в період реконвалесценції РВІ (n=33). 

У кореляційній структурі пацієнтів другої групи у період реконвалесценції системоутворюючим показником виділено концентрацію ФНП-α (Мал. 4). При аналізі зв’язків показника концентрації ФНП-α було отримано прямий середньої сили зв'язок із відносною кількістю CD8+ Т-лімфоцитів та вмістом ІЛ-1β, відповідно: Rho=0,328, (р=0,007), Rho=0,392, (р=0,001). Також ФНП-α знаходився у прямому слабкому зв’язку із Ig M та ІЛ-4 відповідно: Rho=0,250 (р=0,039), та Rho=0,279, (р=0,021). Зворотні зв’язки середньої та слабкої сили концентрації ФНП-α було визначено з відносним вмістом CD3+, CD16+, CD22+ Т-лімфоцитів та показником іммунорегуляторного індексу відповідно: Rho=-0,247 (р=0,044), Rho=-0,354 (р=0,003), Rho=-0,291 (р=0,017), Rho=-0,445 (р<0,001). Окремої уваги заслуговують кореляційні зв’язки показника CD8+, не дивлячись на невелику їх кількість вони характеризуються достатньо тісними зв’язками за силою. Так показник відносної кількості CD8+ клітин, сильно зворотно корелював із імунним індексом Rho=-0,763, (р<0,001); прямий зв'язок середньої сили було отримано із вмістом Ig G Rho=0,420 (р<0,001). В той же час імунний індекс достовірно прямо корелював із відносною кількістю CD16+ клітин Rho=0,286, (р=0,019); зворотний середньої сили зв'язок було визначено із ІЛ-1β та Ig G, відповідно: Rho=-0,320 (р=0,008), та Rho=-0,458 (р<0,001). Концентрація ІЛ-4 достовірно прямо середньої сили корелювала із Ig M: Rho=0,389 (р=0,001). 
Як відомо ФНП-α є не тільки прозапальним цитокіном, а й фактором, який сприяє апоптозу клітин інфікованих вірусами. У доступній літературі є повідомлення про ухиляння клітин інфікованих герпесвірусами від апоптозу шляхом індукування проапоптичного сигнального комплексу ФНП-α [10]. Вірогідно, становлення показника ФНП-α в якості системоутворюючого, підвищення кореляційних зв’язків саме з ним, обумовлено, наявністю певної активації вірусів групи герпес у період реконвалесценції, що необхідно враховувати на етапі реабілітації цих хворих.
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Мал. 4. Матриця кореляцій показників імунної відповіді дітей інфікованих ГВ у період ранньої реконвалесценції РВІ (n=71).

У період ранньої реконвалесценції у групах порівняння були виявлені значні відмінності кореляційних зв’язків та виділено різні системоутворюючі показники. 
Висновки.
Таким чином, у інфікованих та неінфікованих герпесвірусами дітей у гострому періоді РВІ матриці кореляційних зв’язків показників імунної відповіді мають однаковий системоутворюючий показник та багато в чому схожі у порівнюваних групах. Але наявність розбіжностей кореляційних зв’язків, які все таки є, означає, що вже в дебюті захворювання в залежності від наявності або відсутності герпесвірусного інфікування, формуються різні за своєю архітектонікою кореляційні патогенетичні матриці імунної відповіді, які до періоду реконвалесценції набувають значних відмінностей. Отримані дані свідчать, що латентна герпесвірусна інфекція змінює характер імунної відповіді дітей хворих на ротавірусну інфекцію, що, вірогідно впливатиме і на клінічну картини захворювання, його важкість і тривалість, та є підставою для подальшого вивчення цього питання, з метою пошуку шляхів корекції імунної відповіді цих хворих, особливо на етапі їх медичної реабілітації.
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