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Запальні захворювання статевих органів та імунологічні порушення при них представляють собою складну проблему. Мікст-інфекція вносить значні корективи в розуміння патогенетичних механізмів запальних захворювань, вимагає більш уважного ставлення до підбору терапії та методів профілактики.Зміни в структурі запальних захворювань, властивості збудників та імунологічні зміни вимагають застосування необхідної етіотропної терапії та призначення імунокоригуючих препаратів. 
На основі проведеного дослідження визначено здатність нейтрофілів виконувати антимікробну функцію за рахунок утворення позаклітинних пасток, які затримують більше антигенів, ніж сам нейтрофіл. Установлено здатність ізолятів мікроорганізмів, вилучених у хворих на ХСО, утворювати щільну мікробну біоплівку з вираженою полірезистентністю до хіміотерапевтичних препаратів. Аналіз особливостей цитокінової регуляції при ХСО дозволив об'єднати зміни клітинної, фагоцитарної й гуморальної ланок імунної системи в єдиний взаємопов'язаний механізм. Основні положення імунопатогенезу зводяться до того, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Згідно з отриманими даними про порушення імунного статусу обґрунтовано необхідність застосування імуномодуляторів при комбінованій терапії хворих на ХСО.

На тлі визначення у стані біоплівки антибіотикочутливості та антибіотикорезистентності мікроорганізмів, виявленних у хворих, та діагностики вмісту нейтрофільних позаклітинних пасток, а також виявлення порушення імунного статусу з пониженням абсолютних значень субпопуляцій Т-лімфоцитів та підвищенням клітин-«маркерів» апоптозу й циркулюючих імунних комплексів з дисбалансом цитокінового статусу, запропоновано оптимальні схеми діагностики та комбінованої терапії хворих на ХСО, що сприяє покращенню репродуктивного здоров’я жінок, зменшенню кількості ускладнень.

При аналізі клініко-анамнестичних даних жінок хворих на ХСО встановлено, що жінки пред'являли скарги на болі в ділянці малого тазу, болі в поперековій ділянці, слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів, зуд та печіння зовнішніх статевих органів, порушення менструального циклу. При об'єктивному огляді виявлено збільшення придатків матки. Безпліддям страждали всі обстежені жінки. Після отримання комбінованої терапії у жінок хворих на ХСО 2 групи відмічалось покращення соматичного стану завдяки зменшенню скарг та виражених кількісно-якісних змін за даними додаткових методів дослідження. При виконанні колірного допплерівського картирування у таких пацієнток спостерігалося підвищення судинного опору кровообігу яєчників за рахунок збільшення ІР та ІП в яєчниковій артерії. 
При визначенні гормонального гомеостазу в усіх групах пацієнток виявлено, що продукція гонадотропних гормонів гіпофізу, які регулюють стероідогенез яєчників була дещо знижена. При аналізі даних про вміст гормонів яєчників було визначено, що середні концентрації як Е2, так й Пг у пацієнток 1 групи знаходились в межах контрольних показників, а у пацієнток 2 групи знижені у всіх фазах менструального циклу. 

При вивченні факторів неспецифічного захисту при ХСО було встановлено, що у пацієнток 1 та 2 груп була знижена кількість sIgA й пригнічена продукція лізоциму. 
Аналіз даних біологічних властивостей цервікального та вагінального секрету показав зниження лізоцимної активності у пацієнток 1 й 2 групи порівняно з групою жінок без ХСО.
При вивченні маркерів запалення: СРБ й ГГ, які відносяться до білків гострої фази запалення було встановлено, що їх рівні дещо підвищені порівняно з такими у жінок контрольної групи та помірне зниження показників СРБ та ГГ після лікування у пацієнток 1 групи, значне зниження у пацієнток 2 групи.

Серед факторів неспецифічного захисту піхви велике значення має вміст муцину. В результаті дослідження встановлено підвищення вмісту муцина у цервікальному й вагінальному секреті 1 та 2 груп. В результаті проведеної комплексної терапії у жінок 2 групи вміст муцину в цервікальному й вагінальному секретах заходився в межах контрольних значень.

Фагоцитарна кількість нейтрофілів цервікального та вагінального секрету 1 та 2 групи до лікування нижче за даними контрольної групи. Після проведеного лікування у 2 групі виявлено значне покращення показників ФЧ та ФІ.
При визначенні нейтрофільної  колонізаційної резистентності слизових оболонок нижніх відділів репродуктивної системи у жінок хворих на ХСО було вивчено загальний вміст й функціональну активність нейтрофілів порівняно з контрольною групою. 

При люмінісцентному дослідженні препаратів зафарбованих акрідіновим помаранчевим встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються. Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина, вловлювати і частинки латексу, і будь-який антиген.

У результаті проведеного дослідження встановлено, що у жінок 1 групи значення інтенсивності фагоцитозу після застосування терапії становило у цервікальному секреті: для латексу – 2,3±0,18од., р<0,05, для E. coli – 2,4±0,16од., р<0,05  і для S. aureus – 3,0±0,18од., р<0,05 , що в середньому в 1,4 рази нижче вмісту антигенів в NETs відповідно для латексу – 4,1±0,38од., р<0,05, для клітин E. coli – 4,3±0,16од., р<0,05 і для клітин S. aureus – 4,5±0,19од., р<0,05. Аналогічні результати виявлені при дослідженні фагоцитарного числа та кількості антигенів в NETs у вагінальному секреті: для латексу – 2,7±0,14од., р<0,05 , для E. coli –2,5±0,16од., р<0,05  і для S. aureu s– 2,9±0,18од., р<0,05, що в середньому в 1,2рази нижче вмісту антигенів в NETs відповідно для латексу – 6,2±0,27од., р<0,05, для клітин E. coli–6,5±0,25 од., р<0,05 і для клітин S.  aureus – 7,1±0,29од., р<0,05.
Проведені дослідження щодо вмісту антигенів в нейтрофілах цервікального та вагінального секретів жінок 2 групи після лікування дозволило встановити, що кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках перевищувала аналогічні показники у жінок 1 групи  в середньому у 2 рази.

В результаті вивчення загального стану імунітету організму при ХСО було встановлено, що в 1 та 2 групах характерне достовірне зниження кількості лейкоцитів й лімфоцитів у периферичній крові. Так, у всіх пацієнток хворих на ХСО була достовірно знижена кількість всіх вивчених субпопуляцій Т-лімфоцитів з маркерами диференціації CD3+, CD4+, CD8+. Співвідношення CD4+/CD8+ також було достовірно нижче, ніж у контролі. 

Отже, проведені імунологічні дослідження дозволили встановити, порівняно з контрольною групою, наступні показники: у пацієнток 1 та 2 групи змінюються параметри клітинного імунітету: статистично значущі зміни відмічалися за кількістю CD3+: 45,3±3,2 й 51,2±3,15% відповідно (р<0,05). Відмічалося достовірне зниження CD4+ – 22,6±3,2 й 25,4±3,26% і CD8+ – лімфоцитів: 15,8±3,28 й 16,49±3,12% відповідно (р<0,05). 
При визначенні цитокінового статусу встановлено, що у пацієнток хворих на ХСО зафіксовано достовірне підвищення концентрацій IL-1β, IL-6 і TNF-( порівняно з контрольною групою, а рівень протизапального інтерлейкіну IL-4 був достовірно знижений. 

Рівні С3 й С5 компонентів комплемента при обстеженні знижені у пацієнток 1 групи в 4,5 і 3,5 рази відповідно та у пацієнток 2 групи в 3,4 й 2,8 рази відповідно. Завдяки отриманій імунокорегуючій терапії у 2 групі жінок рівень компонентів комплементу значне збільшився та став приблизним до рівня контролю. При ХСО виявлено достовірне збільшення титру ЦІК в основних групах у порівняні з контрольною групою. 

При вивченні гуморальної імунної відповіді виявлені статистично достовірні зміни, які характеризувалися зниженими критеріями абсолютного числа В-лімфоцитів з фенотипом CD22+, низькими показниками компонентів комплемента. 

У пацієнток 1 та 2 груп виражений дисбаланс клітинної ланки імунної системи, при якій рівень Т-лімфоцитів, що містить на поверхні своєї мембрани рецептори CD95+, значно перевищує значення контрольних, що свідчить про активацію запрограмованої загибелі лімфоцитів.
В результаті дослідження пацієнток 1 й 2 груп було встановлено порушення мікробіоценозу піхви. Найбільш частими мікроорганізмами, що були вилучені з відокремлюваного піхви, були: Peptostreptococcus spp. – 80% й 74,2%, Enterococcus – 68,6% й 57,1%, S. aureus – 62,8% й 60%, E. coli – 62,8% й 68,6%, Fusobacterium spp. – 60,0% й 57,1%; S. pyogenes – 57,1% й 60%, Candida spp. – 45,7% й 42,8%.

В результаті проведеного дослідження асоціацію грибів роду Candida із Staphylococcus було виявлено у 21,4 % випадків, Streptococcus – у 38,6 % випадків, Proteus й Staphylococcus – у 12,8%, Neisseria – 8,6 %, Neisseria й Staphylococcus – 5,7 %.
Результати проведених досліджень показали, що в 47,1 % випадків мала місце патологічна контамінація піхви грибами родини Candida. У якості асоціантів найчастіше виступали патогенні види стафіло- й стрептококів, ентеробактерії. 
Вивчення бактеріального обсіменіння піхви пацієнток хворих на ХСО, перебіг якого різнився за часом, дозволило виявити характерні мікробіоценотичні ознаки, а саме: виявлена структурна перебудова біоценозу, яка проявляється підвищенням значущості S. aureus (82,8%), Peptostreptococcus spp. (77,1%), Enterococcus (68,6%) й E. сoli (64,3%), зменшенням домінування Lactobacillus spp. (2,8%).
Результати проведення порівняльної оцінки чутливості до антимікробних препаратів, які найчастіше висівали у пацієнток з сальпінгоофоритом показала, що частота виявлення стійких до антимікробних препаратів ізолятів стафілокока значно коливалася й залежала від тривалості процесу.
Визначення резистентності до антимікробних препаратів ізолятів показало, що всі штами були варіабельні до антимікробних препаратів, а більшість була резистентною до доксицикліну й ампіциліну та помірно стійка до гентаміцину. При визначенні чутливості ізолятів до антибактеріальних препаратів встановлено, що більшість з них були полірезистентними (90%). Відмічалась варіабельна чутливість до антимікробних препаратів, що відносяться до глікопептидів, фузидинів, рифампіцинів й лінкозамідів.

Результати тестування ізолятів на здатність до формування біоплівок довели, що усі вилучені патогени утворювали щільну біоплівку. У результаті дослідження було встановлено, що оптична щільність мікробних угрупувань збільшувалась на протязі 48 годин інкубації й була достовірно вищою, ніж у біоплівках, що утворювалися кожним асоціантом окремо. 

Дослідження чутливості мікроорганізмів у формі біоплівок до протимікробних препаратів виявило, що вони несприятливі до ХТП у терапевтичних дозуваннях. 
При застосуванні комплексної терапії, в яку включали імуномоделюючі біологічні препарати, активною речовиною яких є α-2 інтерферон відбувається відновлення функцій як місцевого, так і загального імунітету, оптична щільність добових біоплівок ізолятів значно знижувалась, завдяки чого знижується відсоток антибіотикорезистентних штамів мікроорганізмів, також покращується здатність нейтрофілів формувати позаклітинні пасти, які більш тривай час боряться з виявленими антигенами при розвитку запалення, що сприятиме зниженю кількості та вираженості хронізації запальної реакції та в подальшому сприятиме покращенню репродуктивного здоров’я.
Результати мікробіологічних досліджень співставляли з даними контрольної групи, що дозволило встановити: комбіноване лікування хворих на ХСО сприяло поліпшенню показників мікроекології піхви у всіх пацієнток 2 групи. 
Вивчений структурно-функціональний стан імунної системи та цитокіновий статус при ХСО дозволили обґрунтувати концептуальну модель імунопатологічних механізмів інгібування клітинної ланки імунітету та неспецифічної резистентності. 

На підставі отриманих даних можна констатувати, що в основі розвитку ХСО лежать імунні порушення. У процесі захворювання розвивається вторинний цитокінзалежний імунодефіцит. 
Ключові слова: хронічний сальпінгоофорит, імунологічний стан, мікробіоценоз, позаклітинні нейтрофільні пастки, мікробні біоплівки, антибіотикорезистентність, імуномодулятори.

ABSTRACT

A. Konoval Clinical and laboratory aspects of diagnosis and therapy of patients with chronic salpingo-oophoritis. - Qualifying scientific work on the manuscript.

Thesis for a Candidate's of Medical Sciences Degree by specialty 14.01.01 – Obstetrics and Gynecology. – Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2017.
Inflammatory diseases of genital organs and their immunological disorders present a complex problem. Mixed infection offers significant insights into understanding of the pathogenetic mechanisms of inflammatory diseases, requiring more serious attitude to the selection of therapy and preventive methods. Changes in the structure of inflammatory diseases, properties of pathogens and immunological changes require the administration of necessary etiotropic therapy and administration of immuno-correcting drugs.
On the ground of the conducted research the ability of neutrophils to perform antimicrobial function by the formation of extracellular traps, which keep more antigens than a neutrophil itself, is defined. The ability of microorganismisolates, secured from the patients with chronic salpingo-oophoritis (CSO), to form a dense microbial biofilm with expressed polyresistance to chemotherapeutic drugs has been established. Analysis of the character of cytokine regulation in CSO allowed to combine changes in the cellular, phagocytic and humoral components of the immune system into a single, connected mechanism. The main theses of immunopathogenesis lead to the fact that the factors of pathogen aggression activate the cytokine cascade and lead to the secondary cytokine-dependent immune imbalance. According to the data obtained on the disturbances of the immune status the demand for immunomodulators in combination therapy of the patients with CSO is proved.
On the background of the evaluation of biofilm antibiotic susceptibility and antibiotic resistance of the microorganisms found in patients, the diagnostics of the content of neutrophilic extracellular traps, the detection of disturbances of the immune status with a decrease in the absolute values of subpopulations of T-lymphocytes and an increase in the cell "markers" of apoptosis and circulating immune complexes with imbalance of cytokine status, optimal schemes of diagnostics and combined therapy of patients with CSO are suggested.This helps to improve reproductive health of women and to reduce the number of complications.
In the analysis of clinical and anamnestic findings of the women suffering from CSO it was found that the women presented complaints of the pains in the pelvic region, pains in the lumbar region, mucus-purulent discharge from the genital tract, itching and burning sensation in the external genital organs, menstrual irregularities. An objective examination revealed an enlargement of the uterine appendages.  All examined women suffered from infertility. After receiving combination therapy in women with CSO of group 2 improvement in the somatic status was observed due to the reduced complaints and expressed quantitative and qualitative changes according to the additional research methods. During color Doppler flow mapping such patients showed an increase in the vascular resistance of the ovarian circulation due to an increase in the resistance index and pulsatility index in the ovary artery.
In the evaluation of the hormonal homeostasis in all groups of patients it was found that the production of gonadotropic pituitary hormones, which regulate the ovarian steroidogenesis, was slightly reduced. In the analysis of the data on the content of ovarian hormones it was determined that mean concentrations of both E2 and P were within the control limitsin the patients of group 1, while in the patients of  group 2 they decreased in all phases of the menstrual cycle.
During the study of the factors of non-specific protection in CSO it was found that in the patients of groups 1 and 2 the number of sIgA was reduced and the production of lysozyme was suppressed.
During the study of the inflammation markers: CRP and 
haptoglobin,which belong to the proteins of the inflammation acute phase, were found to be slightly increased compared to those in the women of the control group; a moderate decrease in CRP and haptoglobin after the treatment in the patients of group 1, a significant decrease in the patients of group 2.
Among the factors of non-specific defense of the vagina mucin content is very important. The study showed that an increase in the content of mucin in the cervical and vaginal secretions of groups 1 and 2 was determined. As a result of the complex therapy in women of group 2 the content of mucin in cervical and vaginal secretions was within the control values.
Before the treatment the phagocyte count of neutrophils of the cervical and vaginal secretions of groups 1 and 2 was lower than that of the control group. After the treatment in group 2 a significant improvement score of the phagocyte numberand PI was observed.
In evaluation of the neutrophil colonization resistance of the mucous membranes of the lower parts of the reproductive system in women with CSO the total content and functional activity of neutrophils were studied in comparison with the control group.
During luminescent study of the drugs painted with acridine orange it was observed that after the interaction with antigens in vitro neutrophils formed extracellular mesh-like structures that were well visualized. They are able to trap latex particles and any antigen more efficiently than living cells.
As a result of the study performed, it was found that in women of  group 1the value of the phagocytosis intensity after therapy was in the cervical secretion: for latex – 2.3 ± 0.18 units, p <0.05, for E. coli – 2.4 ± 0.16 units, p <0.05 and for S. aureus – 3.0 ± 0.18 units, p <0.05, what is on average 1.4 times lower than the content of antigens in NETs, respectively for latex – 4.1 ± 0.38 units, p <0.05, for E. coli cells – 4.3 ± 0.16 units, p <0.05 and for S. aureus cells – 4.5 ± 0, 19 units, p <0,05. Similar results were found in the study of the phagocyte count and the number of antigens in NETs in the vaginal secretion: for latex – 2.7 ± 0.14 units, p <0.05, for E. coli – 2.5 ± 0.16 units, p <0.05 and for S. aureus – 2.9 ± 0.18 units, p <0.05, what is on average 1.2 times  lower than the content of antigens in NETs, respectively, for latex – 6.2 ± 0, 27 units, p <0,05, for E. coli cells – 6,5 ± 0,25 units, p <0,05 and for S. aureus cells – 7,1 ± 0,29 units, p < 0.05
The research made on the content of antigens in neutrophils of the cervical and vaginal secretions of  group 2 women after the treatment allowed to establish that the number of phagocytosed latex particles, E. coli, S. aureus, which were found in extracellular neutrophilic traps, on average 2 times exceeded the similar indices in group 1 women.
As a result of the study of the general state of the body immunity in CSO, it was found that in groups 1 and 2 a significant decrease in the number of leukocytes and lymphocytes in peripheral blood is characteristic. Thus, in all patients with CSO the number of all studied subpopulations of T-lymphocytes with the markers of differentiation of CD3 +, CD4 +, CD8 + was significantly lower. The ratio of CD4 + / CD8 +  was also significantly lower than under control.
Therefore, the performed immunological study allowed to establish the following parameters in comparison with the control group: in patients of groups 1 and 2 the parameters of cellular immunity change: statistically significant changes were observed in the number of CD3 +: 45,3 ± 3,2 and 51,2 ± 3,15. % respectively (p <0.05). Significant reduction of CD4 + was observed – 22,6 ± 3,2 and 25,4 ± 3,26% and CD8 + – lymphocytes: 15,8 ± 3,28 and 16,49 ± 3,12% respectively (p <0,05).
The evaluation of the cytokine status showed that in patients with CSO there was a significant increase in IL-1β, IL-6 and TNF-α concentrations compared to the control group and the level of anti-inflammatory interleukin IL-4 significantly decreased.
On examination the levels of C3 and C5 components of the complement  were reduced in the patients of group 1 in 4,5 and 3,5 times respectively and in patients of group 2 –  in 3,4 and 2,8 times respectively. Due to the obtained immunocorrective therapy in group 2 females, the level of complement components increased significantly and became proximate to the level of control. In CSO a significant increase in the CIC titer was found in the main groups compared to the control group.
In the study of the humoral immune response statistically significant changes were observed, which were characterized by the reduced criteria for the absolute count of B-lymphocytes with the CD22+ phenotype and low values of the complement components.
The patients of groups 1 and 2 have a significant imbalance of the cellular component of immune system, in which the level of T-lymphocytes containing receptors CD95 + on the surface of its membrane, significantly exceeds the control values, proving the activation of the programmed death of lymphocytes.
As a result of the study the patients of groups 1 and 2 showed disorders of vaginal microbiocenosis. The most common microorganisms which were secured from the vaginal secretions  were Peptostreptococcus spp.– 80% and 74.2%, Enterococcus – 68.6% and 57.1%, S. aureus– 62.8% and 60%, E. coli– 62.8% and 68.6%, Fusobacterium spp. – 60.0% and 57.1%; S. pyogenes– 57.1% and 60%, Candida spp. – 45.7% and 42.8%.
As a result of this research the association of fungi of the genus Candida with Staphylococcus was found in 21.4% of cases, Streptococcus– in 38.6% of cases, Proteus and Staphylococcus– in 12.8%, Neisseria– 8.6%, Neisseria and Staphylococcus– in 5,7%.
The results of the conducted research showed that in 47.1% of cases there was a pathological contamination of the vagina with the fungi of the family Candida. Associates most often were pathogenic types of staphylo- and streptococci, enterobacteria.
The study of bacterial contamination of the vagina in patients with CSO, the course of which varied over time, allowed to reveal characteristic microbiocenotic signs, namely: the structural transformation of biocenosis was revealed, which manifested itself as an increase in the significance of S. aureus (82.8%), Peptostreptococcus spp. (77.1%), Enterococcus (68.6%) and E. coli (64.3%), a decrease in the dominance of Lactobacillus spp. (2.8%).
The results of the comparative assessment of the sensitivity to antimicrobial drugs, which were most often plated in the patients with salpingoophoritis, showed that the frequency of the detection of antimicrobial-resistant staphylococcal isolates significantly varied and depended on the duration of the process.
Identification of the isolate resistance to antimicrobial drugs showed that all strains were variable to antimicrobial drugs and were most resistant to doxycycline and ampicillin and moderately resistant to gentamicin. In calculation of the sensitivity of the isolates to antibacterial drugs it was found that most of them were polyresistant (90%). There was a variable sensitivity to antimicrobial drugs related to glycopeptides, fusidins, rifampicins and lincosamides.
The results of isolate testing for the ability to form biofilms have proven that all isolated pathogens form a dense biofilm. The results of the study showed that the optical density of microbial groups was increasing for 48 hours of incubation and was significantly higher than in the biofilms produced by each associate separately.
The study of microorganism sensitivity in the form of biofilms to antimicrobial drugs has shown that they are unresponsive to chemotherapeutic compounds in сurative dosages.
After the administration of complex therapy which included immunomodulatory biological drugs, the active substance of which was interferon α-2, the functions of both local and general immunity were restored, optical density of 24-hour isolate biofilms decreased significantly, what reduced the percentage of antibiotic resistant strains of microorganisms. The ability of neutrophils to form extracellular traps, which much longer fight with defined antigens in the development of inflammation, also improved. This will contribute to reduction of the number and intensity of chronicity of inflammatory response and will further contribute to the reproductive health.
The results of the microbiological studу were compared with the data of the control group, what allowed to establish: combined treatment of the patients with CSO contributed to the clinical benefits of microbial ecology of the vagina in all the patients of group 2.
The studied structural and functional state of the immune system and the cytokine status in CSO allowed to ground the conceptual model of immunopathological mechanisms of inhibition of the cellular component of immunity and non-specific resistance.
Key words: chronic salpingoophoritis, immune system, microbiocenosis, neutrophil extracellular traps, microbial biofilms, antibiotic resistance, immunomodulators.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ХСО - хронічний сальпінгоофорит
ДРТ - допоміжні репродуктивні технології 

ЕКЗ - екстракорпоральне запліднення
IVF - In vitro fertilisation - англійська абревіатура ЕКЗ
ЗЗОМТ - запальні захворювання органів малого тазу

ВООЗ - Всесвітня організація охорони здоров’я

ХРПЦ КЗОЗ «ОКЛ – ЦЕМД та МК» - Харківський регіональний перинатальний центр Комунального закладу охорони здоров’я «Обласна клінічна лікарня – Центр екстреної медичної допомоги та медицини катастроф»  

ХНМУ - Харківський національний медичний університет
АФС - антифосфоліпідний синдром

ПЕ - перенесення ембріону
АМК - аномальна маткова кровотеча

УЗД - ультразвукове дослідження

ІР – індекс резистентності
ІП - індекс пульсативності
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів

ICSI - інтраплазматична ін’єкція сперматозоїдів
Т-лімфоцити - лімфоцити клітинного імунітету

В-лімфоцити - лімфоцити гуморального імунітету

Ig А- імуноглобулін класу А
IgM - імуноглобулін классу М
IgG - імуноглобулін класу G
CD3+ - кластер диференціації загальної популяції Т-клітин 

CD4+ - Т-хелпери 
CD5+ - загальна популяція В-клітин

CD8+ - цитотоксичні Т-клітини
NK- клітини - натуральні кілери

CD19+ - попередники В-клітин

CD22+ - натуральні В-клітини
CD25+- активовані Tта В клітини, макрофаги, маркер лімфоцитарної активності
IL-1β - інтерлейкін 1β
IL-2 - інтерлейкін 2

IL-4 - інтерлейкін 4

IL-6 - інтерлейкін 6

CD56+ - NK- клітини

CD57+ - натуральні кілери, моноцити

CD95+  - «маркер» апоптозу
HLA – human leucocyte antigen, антиген лейкоцитів людини, головний комплекс гістосумісності
NETs - Neutrophil Extracellular Traps, позаклітинні нейтрофільні пастки
QS- Quorum Sensing - феномен відчуття кворуму

КІ67, Р27, циклін Е - білки-фактори проліферації ендометрію
TNFα- фактор некрозу пухлини

TGFβ - трансформуючий фактор росту

СРБ - С-реактивний білок (протеїн гострої фази)

sIgA - секреторний імуноглобулін А

ХТП - хіміотерапевтичні препарати

С3 й С5 - ключові компоненти комплементу

CH 50 - загальна функціональна активність комплемента 
ЦІК - циркулюючі імунні комплекси

ЛПС -ліпополісахариди
АФК - активні форми кисню

NADPH-оксидаза – нікотінамідаденіндінуклеотідфосфат оксидаза 

МПО- мієлопероксидаза
TLR - толл-подібні рецетори

НОСL - хлорноватиста кислота

О2 - супероксиданіон

СОД - супероксиддисмутаза
КУО/од.суб. - колонійутворюючі одиниці на одиницю субстрату (мл або г)

РІФ - реакція імунофлюоресценції 

ІФА - імуноферментний аналіз 

МКАТ - моноклональні антитіла 
ФФ - фолікулярна фаза

ОФ - овуляторна фаза

ЛФ - лютеїнова фаза
ФСГ - фолікулостимулюючий гормон 

ЛГ - лютеїнізуючий гормон 

Прл - пролактин

Е2 - естрадіол

Пг - прогестерон 

Тс - тестостерон 

Кр - кортизол 
ГГ - гаптоглобін 

ТТГ - тіреотропний гормон
АКТГ - адренокортикотропний гормон
МЗС - мікроорганізми - збудники сальпінгоофорита 
ДНК - дезоксирибонуклеїновакислота
ФІ - фагоцитарний індекс
ФЧ - фагоцитарне число
ВСТУП
Актуальність теми. Запальні процеси внутрішніх статевих органів належать до захворювань, що найчастіше зустрічаються в гінекологічній практиці. Хронічне запалення придатків матки характеризується затяжним, часто рецидивуючим перебігом, з подальшим розвитком злукового процесу та безпліддя, а також формуванням гнійних ускладнень [5, 17, 46, 72, 146]. На сьогодні характерною особливістю ЗЗОМТ є перевага хронічних процесів над гострими та їх рецидивуючий перебіг, що призводить до порушення ендокринної регуляції статевої системи й менструальної функції [18, 29, 80]. Незважаючи на постійний пошук шляхів удосконалення терапії ЗЗОМТ та значні досягнення фармакологічної науки в галузі антибактеріальної терапії цих захворювань, проблема недостатньої ефективності їх лікування залишається актуальною. Згідно з сучасними уявленнями про запальні процеси в органах малого тазу, частою причиною неефективності лікування ЗЗОМТ є захисна судинна реакція, що направлена на запобігання розповсюдження інфекції та утворення масивного мікротромбозу в судинах та капілярах навколо вогнища запалення, у результаті чого відбувається зниження проникнення лікарських препаратів до вогнища запалення. Наслідками неефективної терапії ЗЗОМТ є збільшення терміну лікування, резистентність до антибактеріальної та протизапальної терапії, створення умов для формування злукового процесу, ускладнень та рецидивів захворювання [38, 64, 145, 164].

При ХСО відзначаються виражені склеротичні й дистрофічні зміни, що стосуються всіх структурних компонентів придатків матки, які супроводжуються їх морфологічними й функціональними змінами [76, 143, 155]. Причини подібної клінічної ситуації полягають у мінливій вірулентності й різноманітності мікрофлори, що викликає запалення, та в порушенні імунної відповіді. 

Проблема порушення мікробіоценозу при запаленні полягає в тому, що значна кількість мікроорганізмів у природних і штучно створених середовищах існує у вигляді структурованих, прикріплених до поверхні угруповань – біоплівок [226, 246]. Біоплівка – мікробне угрупування, що характеризується клітинами, прикріпленими до поверхні або одна до одної, замкненими в матрикс синтезованих ними позаклітинних полімерних речовин. Вони демонструють зміну фенотипу, що виражається зміною параметрів зростання та експресії специфічних генів [199]. Біоплівки – рухливі, безперервно мінливі гетерогенні угруповання [254], що можуть складатися з одного виду бактерій чи грибів або, частіше, можуть бути полімікробними (наприклад, містити численні різноманітні види мікроорганізмів). Цей плівковий бар’єр захищає мікроорганізми від зовнішнього впливу [265, 274]. Здатність бактерій формувати біоплівки – істотний чинник патогенності. Утворення біоплівок – одна з основних стратегій, що підвищує виживання бактерій у навколишньому середовищі, у тому числі в організмі господаря. Здатність мікроорганізмів існувати у складі біоплівок створює великі труднощі, тому що при цьому значно підвищується стійкість бактерій до антибактеріальних і дезинфікуючих засобів, впливу несприятливих факторів середовища (таких як низькі або високі значення PH, висока осмотична сила та інші фактори, а також дії імунного захисту організму-господаря). 
Вивчення екологічних закономірностей виникнення та розвитку мікробних біоплівок у перспективі є ключовим моментом подальшого розвитку медичної практики [172]. 
Потенціал зростання будь-якої бактеріальної біоплівки обмежений кількістю живильних речовин у навколишньому середовищі, їх доступністю для клітин, що містяться всередині біоплівки, і можливістю видалення продуктів метаболізму. Після остаточного дозрівання у біоплівці встановлюється оптимальна швидкість росту та загибелі клітин, фізіологічна кооперативність і метаболічна ефективність, які забезпечують оптимальні умови для функціональної координації. Як основний компонент мікробної колонії, матрикс мікроорганізмів виконує структурну, протекторну та комунікативну функції. Блокування – простий шлях, у результаті якого позаклітинний полісахаридний матрикс захищає мікроби від глибокого проникнення до матриксу біоплівки великих молекул (наприклад, антитіл) і клітин, що викликають запалення. Зріла біоплівка може також служити дифузним бар’єром для таких дрібних молекул, як антимікробні агенти [212].
Проблема утворення біоплівок сапрофітними та умовно-патогенними мікроорганізмами до кінця не з’ясована, незаперечно доведено зв’язок цього феномену з проявом соціальної поведінки бактерій, що отримав назву «відчуття кворуму» [207, 210]. Для підтримання кворумної сигналізації бактерії постійно виробляють специфічні сигнальні молекули, які виділяють у зовнішнє середовище. Олігопептиди є такими сигнальними молекулами у грампозитивних бактерій, N-ацилгомосерин лактони – у грамнегативних бактерій [226, 229].
Зараз відомо, що клітинно-клітинні взаємозв’язки впливають на внутрішньо-популяційне диференціювання, експресію генів вірулентності, регулюють ростові процеси, характер і напрямок рухливості (таксис), а також бактеріальний апоптоз і токсиноутворення [217]. Існування бактерій всередині біоплівок забезпечує їм багато переваг порівняно з ізольованими клітинами. 
Для практичної медицини особливо важливо, що бактерії у біоплівках мають підвищене виживання за присутності агресивних речовин, факторів імунного захисту та антибіотиків [178, 181, 202]. 
У даний час триває інтенсивне вивчення причин такої стійкості до антибіотиків у бактерій біоплівок. В основі підвищеного виживання лежать властивості клітин і позаклітинного матриксу. Стійкість, зумовлену властивостями клітин біоплівок, пов’язують зі зменшенням їх вільної поверхні за рахунок контактів одна з одною. Толерантність опосередкована здатністю мікробної клітини виживати за присутності антибіотика за рахунок уповільнення метаболізму та «вимкнення» основних біологічних процесів клітини [199, 245]. 
На даний момент з утворенням біоплівки пов’язують особливості перебігу інфекційного процесу при пневмонії, ангіогенному сепсисі, уроінфекціях, інфекційному ендокардиті, муковісцидозі, хронічному бактеріальному простатиті, періодонтиті, гострому середньому отиті та відсутні данні вивченя інфекційного запалення при захворюваннях жіночої статевої системи. Необхідно відзначити, що терапевтична ефективність багатьох антибіотиків істотно знижується в тих випадках, коли потрібна висока проникна здатність антибіотика, наприклад, при лікуванні інфекцій центральної нервової системи, остеомієліту, ендокардиту, при різних важких інфекціях, що супроводжуються утворенням біоплівок. За даними Національного інституту здоров’я США, понад 60 % усіх мікробних інфекцій людини викликані біоплівками [263, 265, 280].
Розробка препаратів, що пригнічують сигнали «почуття кворуму» по відношення до біоплівок, які утворюються в організмі людини під час інфекційного процесу залишається актуальною. Сумніву підлягає не стільки сам принцип можливості лікування інфекційних хвороб шляхом впливу на збудника, скільки можливість подолання бактеріальної резистентності. У зв’язку з цим необхідно розробляти нові підходи до ідентифікації та вивчення біоплівок. Вести розробку нових антибіотиків, змінювати тактики антибіотикотерапії, а також шукати інгібіторів кворуму бактерій у біоплівці [284, 286].
В основі хронізації запального процесу придатків матки лежить складний імунопатогенетичний процес, на перебіг якого впливає вихідна функціональна активність імунокомпетентних клітин, продукція імуноглобулінів, цитокінів, патогенних імунних комплексів та адгезивних молекул [33, 40, 70, 84].
Але єдиної теорії патогенезу при ХСО, з якою була б згодна більшість учених, на сьогоднінемає, хоча не виникає сумніву існування окремих ланок патогенезу. Під час аналізу літератури деякі автори погоджуються з існуванням окремих ланцюгів патогенезу, але не можуть визначитися щодо первинних і вторинних механізмів ураження органів і систем. Це є важливим моментом у патогенезі ХСО, оскільки знайти систему, яка першою вступила в патологічний процес, часто є не можливим [54, 92, 106, 125].
Важливу роль у формуванні імунопатогенетичної відповіді при запалені грають нейтрофіли, а саме нейтрофільні позаклітинні пастки, які утворюються після загибелі нейтрофілів шляхом некроза чи апоптоза. Утворення нейтрофільних пасток здійснюється на протязі 2-4 годин піля стимуляції мікробними агентами. Вважається, що нейтрофільні пастки задіяні в  імунному захисті, сепсисі та аутоімунних процесах. Механізм утворення нейтрофільних пасток пов’язують з продукцією активних кисневих радикалів, які порушують цілісність ядерної оболонки та сприяють потраплянню хроматину у цитоплазму та його деконденсації [224, 255]. Продукція нейтрофільних пасток та їх дія вивчена лише при деяких захворюванням та недеталізована при запальних  захворюваннях у жінок, особливо при імунодефіцитних станах.

Brinkmann V. та співавтори у 2004 р. вивчали пастки при апендициті та експериментальному шигельозі, Gupta A. K. та співавтори у 2005 р. – при гестозі, Kessenbrock K. та співавтори у 2009 р. – при васкуліті [203, 204]. Clark та співавтори у 2007 р. встановили, що з розвитком важкого сепсису тромбоцити після зв’язування з ліпополісахаридами бактерій стають активними індукторами нейтрофільних пасток в судинах мікроциркуляції, що може призводити до їх пошкодження [234, 256]. 

З одного боку нейтрофільні пастки  функціонують як ефективний антимікробний бар’єр, а з іншого – їх велика продукція приводить до гемодинамічних розладів при неповноцінній функції регуляторних механізмів [71, 255].

Нейтрофіли на поверхні слизових оболонок можуть приймати участь в антимікробному захисті та в регуляції мікробіоценозів, але ця функція вивчена недостатньо [71,245, 257]. Тому всі дослідження говорять про те, що нейтрофільні позаклітинні пастки є одним з основних механізмів протиінфекційного захисту, біологічна фукція якого також важлива, як фагоцитоз та секреція медіаторів, що дає направленість для більш детального вивчення механізмів утворення та методів медикаментозної корекції цього показника при запалені. 

Питання обстеження та лікування хворих на ХСО залишається надзвичайно актуальним з урахуванням імунопатогенетичного статусу пацієнток, віку, стану їх соматичного та психологічного здоров'я, а також різноманіття етіологічних і патогенетичних чинників розвитку запальних процесів. Усе це зумовлює пошук ефективних методів імунореабілітації хворих на ХСО [34, 43, 49, 55, 148, 183]. 
Таким чином, вивчення клінічних особливостей ХСО у взаємозв'язку зі станом мікробіоценозу статевих шляхів і показників імунітету дозволить розробити більш ефективні схеми діагностики та комплексного лікування хворих на ХСО.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук виконана у відповідності з плановою тематикою науково-дослідної роботи кафедри акушерства та гінекології №2 ХНМУ: «Діагностика та лікування порушень жіночої статевої системи в пубертатному та репродуктивному віці» (№ державної реєстрації 0111U001399);  «Розробка нових підходів до діагностики, лікування та профілактики ускладнень у вагітних та при захворюваннях репродуктивної системи» (№ державної реєстрації 0114U004147).
Мета і задачі дослідження.

Мета дослідження - удосконалення діагностики та підвищення ефективності терапії жінок хворих на ХСО на основі вивчення  імунологічних та мікробіологічних особливостей організму, а саме формування позаклітинних нейтрофільних пасток та здатності мікроорганізмів утворювати біоплівки.
Задачі дослідження:

1. Провести загальну клініко-лабораторну характеристику стану хворих на ХСО.

2. Виконати мікробіологічне обстеження хворих на ХСО з визначенням здатності мікроорганізмів до формування біоплівок.
3. Визначити інтегральні показники порушення імунногостану з утворенням позаклітинних нейтрофільних пасток ухворих на ХСО.
4. Надати концепцію патогенетичного механізму розвитку імунологічних порушень в організмі жінок хворих наХСО.
5. Вивчити механізм дії комбінованої терапії на імунний стан, утворення позаклітинних пасток та формування біоплівок ужінок хворих наХСО.
6. Розробити алгоритм діагностичних критеріїв та оптимальну схемукомбінованої терапії жінок хворих наХСО.

Об'єкт дослідження: хронічний сальпінгоофорит.
Предмет дослідження: імунологічний стан, нейтрофільні пастки, мікробіоценоз, біоплівки мікробних асоціацій.

Методи дослідження: клінічні,мікробіологічні (бактеріологічні, мікроскопічні, серологічні, полімеразна ланцюгова реакція, реакція імунофлюоресценції), імунологічні (імуноферментний аналіз, дослідження фагоцитозу, імунограма, циркулюючі імунні комплекси), біохімічні (гормональний профіль), ультразвукові, інформаційно – аналітичні, статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів. На основі проведеного дослідження ХСО визначено здатність нейтрофілів виконувати антимікробну функцію за рахунок утворення позаклітинних пасток, які затримують більше антигенів, ніж сам нейтрофіл.

Доповнено наукові дані про особливості цитокінової регуляції при ХСО, що дозволило об'єднати зміни клітинної, фагоцитарної й гуморальної ланок імунної системи в єдиний взаємопов'язаний механізм. Дисбаланс цитокінового статусу підтримує імунозалежне запалення, а також пов'язані з ним порушення процесів апоптозу та обумовлює розвиток інтерлейкін-залежного вторинного імунодефіцитного стану.

Розширене наукове поняття імунопатогенезу на підставі того, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Тривала продукція прозапальних цитокінів приводить до виснаження клітинної ланки імунітету, пригнічення процесів неспецифічного захисту організму. Ці процеси є вирішальними у формуванні імунопатологічних механізмів супресії клітинного імунітету на етапах диференціювання та проліферації Т-клітин.
Вперше встановлено здатність ізолятів мікроорганізмів, вилучених у хворих на ХСО, утворювати щільну мікробну біоплівку з вираженою полірезистентністю до хіміотерапевтичних препаратів.

Згідно з отриманими даними про порушення імунного статусу вдосконалена його діагностика та обґрунтована необхідність застосування імуномодуляторів при комбінованій терапії хворих на ХСО.

Практичне значення отриманих результатів. На тлі визначення у стані біоплівки антибіотикочутливості та антибіотикорезистентності мікроорганізмів, виявленних у хворих, та діагностики вмісту нейтрофільних позаклітинних пасток, що здатні ефективніше, ніж жива клітина, вловлювати частинки латексуі будь-який антиген, а також виявлення порушення імунного статусу з пониженням абсолютних значень субпопуляцій Т-лімфоцитів та підвищенням клітин-«маркерів» апоптозу й циркулюючих імунних комплексів з дисбалансом цитокінового статусу, запропоновано оптимальні схеми діагностики та комбінованої терапії хворих на ХСО, що сприяє покращенню репродуктивного здоров’я жінок, зменшенню кількості ускладнень.Розроблено та впроваджено в практику новий спосіб ранньої діагностики органної дисфункції у жінок, хворих на сальпінгоофорит (Деклараційний патент України на корисну модель № 115754 від 25.04.2017р.) та запропоновано спосіб лікування висхідної інфекції у жінок, хворих на неспецифічний сальпінгоофорит (Деклараційний патент України на корисну модель № 115027 від 27.03.2017р.).
Матеріали дисертаційних досліджень впроваджено до практичної роботи комунальних закладів охорони здоров’я: Харківського регіонального перинатального центру КЗОЗ «ОКЛ – ЦЕМД та МК», Харківського міського пологового будинку №1, №2, гінекологічного відділення Куп’янської центральної міської лікарні в Харківськійобласті, теоретичні положення й практичні рекомендації дисертації використовуються в педагогічному процесі кафедр акушерства та гінекології Харківського національного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Дисертація є самостійним закінченим дослідженням автора. Внесок автора в одержанні наукових результатів полягає у виборі напрямку, постановці мети і формулюванні задач, в аналізі наукової літератури і патентному пошуку. Самостійно обрані методологічні підходи, згідно з якими виконані дослідження щодо вивчення стану компонентів імунної системи у хворих на ХСО. Самостійно визначені вагомі показники порушення імунного та цитокінового стану пацієнток хворих на ХСО. Автор узагальнила отримані лабораторні результати. Усі положення, висновки, статистична обробка отриманих результатів належать автору. 
У співавторстві розроблена модель імунопатогенетичних механізмів пригнічення клітинного імунітету і факторів неспецифічної резистентності при ХСО та удосконалено схеми діагностики й комбінованої терапії жінок хворих на ХСО.
Рукопис дисертації, друковані роботи підготовлені автором особисто.
Апробація результатів дисертаційної роботи. Матеріали дисертації оприлюднено та обговорено на науково-практичній конференції  «Aктуальні питання акушерства, гінекології та дитячої гінекології», присвяченій 210-річчу ХНМУ (Харків, 2015р.); на науково-практичній конференції з міжнародною участю та Пленумі Асоціації акушерів-гінекологів України «Інноваційні підходи в акушерстві, гінекології та репродуктології», «Актуальні питання охорони материнства та дитинства в Україні» (Київ, 2013р., 2015р.); на засіданнях товариства акушерів-гінекологів (Харків, 2012р., 2014р.); на конференції молодих вчених «Актуальні питання перинаталогії» (Київ, 2016р.); на конференції з міжнародною участю «Актуальні питання акушерства та гінекології» (Харків, 2013р.); міжвузівській конференції молодих вчених «Медицина 3-го тисячоліття» (Харків, 2014р., 2015р.); у всеукраїнській науково-практичній конференції, присвяченій дню науки в Україні «Внесок молодих спеціалістів у розвиток медичної науки і практики» (Харків, 2013р.); на 8th, 9th International Scientific Interdisciplinary Conference for medical students and young doctors (ISIC) (Kharkiv, 2015, 2016); на Міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених "Молодь — медицині майбутнього", присвяченій 165-річчю з дня народження В.В. Підвисоцького (Одеса, 2012р.); матеріали 75-ого міжнародного конгресу наукового товариства творчої молоді «Актуальні проблеми теоретичної, клінічної, профілактичної медицини, стоматології та фармації» (Донецьк, 2013р.); на ХХ Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Актуальні питання створення нових лікарських засобів», присвяченій 90-річчю від дня народження доктора фармацевтичних наук, професора Дмитра Павловича Сало (Харків, 2013р.); на ІV міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених  «Актуальні питання експериментальної, клінічної та профілактичної медицини», яка присвячена  Міжнародному дню науки (Вінниця, 2013р.); на 81-й науково-практичній конференції студентів і молодих вчених з міжнародною участю «Сучасні проблеми медицини, фармації в наукових розробках студентів і молодих вчених» (Івано-Франківськ, 2012р.); науково-практичній конференції за участю міжнародних спеціалістів у рамках реалізації глобальної компанії ВООЗ «Антибіотики: використовуйте обережно!» та Другого Всесвітнього тижня правильного застосування антибіотиків (Харків, 2016 р.).
Публікації. За результатами дисертації опубліковано  22 наукових праці, з них 6 статей у наукових журналах і збірниках наукових праць, затверджених МОН України, 14 тез та статей за матеріалами конференцій, 2 деклараційних патента України на корисну модель.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 197 сторінках комп’ютерного набору (обсяг основного тексту становить 158 сторінок), складається із анотації, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, результатів роботи, їх аналізу та узагальнення, висновків, практичних рекомендацій, списку використаної літератури, додатків (всього 286 бібліографічних описів, із них 94 іноземною мовою). Робота містить 32 рисунка та 16 таблиць. 
РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Стан репродуктивного здоров’я жінок на сучасному етапі
Відповідно до Резолюції Всесвітньої Асамблеї ООН з охорони здоров'я 1995 року ВООЗу 1994 році визначила поняття репродуктивне здоров’я, що це стан повного фізичного, розумового і соціального благополуччя, а не тільки відсутність хвороб у всіх сферах, що стосуються репродуктивної системи, її функції і процесів у ній [144, 146].
Жінки з ЗЗОМТ складають 60-65% амбулаторних гінекологічних хворих, до 30% госпіталізованих [135, 144].
Пік захворюванності припадає на вік 15-25 років, знижується після 35 років [128, 156].
ЗЗОМТ у підлітковому віці може призвести до порушення функції яєчників та маткових труб, а поєднання в патологічний процес органів, які знаходяться в процесі органогенезу, фізіологічного та функціонального розвитку, може затримати чи порушити їх зовсім. У кожної третьої дівчини ЗЗОМТ розвивалися на тлі нестабільного менструального циклу, що в подальшому призвело до нерегулярної менструальної функції або до безпліддя [8, 41, 125, 147, 157].
Актуальність збереження та відновлення репродуктивного здоров'я жінок останнім часом набуває особливої ​​значущості у зв'язку з ростом числа хронічних запальних захворювань органів малого таза у жінок, з недостатністю знань патогенетичних механізмів запальних реакцій при наявності або відсутності мікробного фактора, з особливостями клінічного перебігу ХСО, що створює значні труднощі ранньої діагностики, з недостатньо високою ефективністю рутинних методів лікування [8, 26, 130, 187]. Хронічні запальні захворювання жіночих статевих органів займають провідне місце в структурі гінекологічної патології в репродуктивному віці з частотою 60-80%, і є причиною жіночого безпліддя  у 70% випадків і порушень менструальної функції у 5-18% випадків [27, 128, 145, 220]. В сучасних умовах все більше значення в етіології захворювань жіночої репродуктивної системи набувають мікст-інфекції внутрішніх статевих органів. Зміна етіологічних факторів інфекційних ЗЗОМТ обумовлена ​​пристосовністю умовно-патогенних мікроорганізмів до впливу екологічно несприятливих чинників, хімічних препаратів, створенням умов для виникнення резистентних до лікарського впливу штамів, що стали володіти комплексом якісно нових властивостей, які роблять їх високовірулентними та стійкими до впливу імунної системи. Хронічні запальні захворювання збільшують ризик виникнення пухлин і пухлиноподібних утворень яєчників, тягнуть за собою порушення в нервовій, ендокринній, імунній системах організму, сприяють дисгармонії особистих взаємин у подружній парі [9, 39, 78, 104, 223].
Наявні порушення імунного гомеостазу до вагітності поглиблюються при гормональній стимуляції, тим самим, погіршуючи прогноз на успішну імплантацію і в подальшому сприяють невиношуванню вагітності [77, 212]. Таким чином, незважаючи на безперервне розширення впровадження ДРТ, майже у кожної третьої подружньої пари з порушеннями репродуктивної функції питання підвищення ефективності другої спроби ЕКЗ і перенесення ембріона продовжує залишатися надзвичайно важливим. Це призводить до впровадження оптимізації обстеження та актуальності підготовки подружніх пар з безпліддям, до застосування методів ЕКЗ і ПЕ з метою підвищення їх ефективності [72, 85, 220]. Роль імунологічних, імуногенетичних та аутоімунних факторів в успіху проведення ЕКЗ і наступному сприятливому перебігу вагітності вимагає уважного вивчення. Вченими визначенa роль та особливості імунного статусу та HLA-фенотипу пацієнток з безпліддям на етапі підготовки до екстракорпорального запліднення. З урахуванням імуногенетичних особливостей розподілу HLA антигенів визначені прогностичні фактори ризику у пацієнток з аутоімунними захворюваннями. На підставі дискримінантного аналізу розроблена методика прогнозування результатів ЕКЗ у пацієнтокз безпліддям на прегравідарному етапі [53, 96, 115, 170, 212].
Однією з причин затяжного перебігу запального процесу в органах малого тазу і частого рецидиву захворювання є неможливість захисних систем організму, яка проявляється у зміні клітинного та гуморального ланок імунітету, зниженні показників неспецифічної резистентності [19, 65, 82]. 

Аналіз літератури стосовно стану неспецифічного, гуморального і клітинного ланок імунної системи при гострих і хронічних запальних процесах свідчить про надзвичайну суперечливість отриманих авторами результатів. Це зазначається навіть у випадках, коли дослідники вивчали не тільки одні й ті ж нозологічні форми, а й ідентичні стадії розвитку запального процесу в поєднанні з іншими захворюваннями. Так була проведена оцінка співвідношення між морфологічними і імуногістохімічними проявами в ендометрії, клінічними типами і факторами безпліддя та показниками гормонального статусу. Було отримано нові дані про патологію ендометрію та рецепцію до стероїдних гормонів в період передбачуваного «вікна імплантації» при первинному і вторинному безплідді і при різних факторах безпліддя [91, 94]. Виявлено очевидні відмінності нозологічного спектру в підгрупах з різними факторами безпліддя. Істотні зміни в експресії естрогенних рецепторів та прогестеронових рецепторів виявлені у пацієнток з різними факторами безпліддя і при різній патології ендометрію, що супроводжує безпліддя. Показана різна ступінь вираженості пошкодження стероїдної рецепції в залозах і в стромі ендометрія. Вперше отримані кількісні дані про експресію естрогенних рецепторів. Зниження їх кількості при безплідді й виражені відмінності при різній патології ендометрію можуть відображати роль естрогенних - Р рецепторів в патогенезі безпліддя. Отримано нові відомості проліферативної активності, регуляції клітинного циклу і поверхневої ультраструктури ендометрію при безплідді. Відмінності експресії білків КІ67, Р27 і циклін Е при різних факторах безпліддя об'єктивно відображають неадекватність регуляції клітинного циклу і проліферативних процесів: ступінь відхилення показників від норми пов'язана з особливостями нозологічного спектру [50, 56, 105, 111, 134, 156].
Основними клінічними проявами ЗЗОМТ є порушення менструальної функції у вигляді нерегулярних кров’янистих виділень з піхви – АМК. АМК під час запальних процесів органів малого тазу у жінок є первинними, оскільки вони не пов’язані з органічною патологією статевих органів, використанням внутрішньоматкових контрацептивів і вживанням гормонів з метою контрацепції або з іншою метою. Етіологія і патогенез розладів менструальної функції під час ЗЗОМТ на сьогодні остаточно не з’ясовані, і провідне місце в них відведене первинному ураженню рецепторного апарату органів-мішеней (шийка і тіло матки), а також фолікулярного апарату яєчників [30, 123].
Запальна реакція є стресовим фактором, тому, за законами зворотньої аферентації функціонування репродуктивної системи, виникає  «збудження» гіпоталамуса і підвищення його здатности до  продукції гонадоліберину, АКТГ, рилізинг-гормонів та інших тропних гормонів. Наслідками такої реакції гіпоталамуса є активація синтезу кортизолу, естрогенів та інших стероїдних гормонів. Одночасно зростає секреція ендорфінів і катехоламінів [31, 32, 128].
Своєчасне ефективне протизапальне лікування і корекція гормональних розладів сприяють відновленню нормальних циклічних процесів менструальної функції. У видатку неадекватної терапії порушення менструальної функції можуть призвести до патоморфологічних перебудов (подовжена ановуляція і полікістозні яєчники, гіперплазія ендометрія, лейоміома матки та ін.) [44, 157, 162].

До сьогодні не набуло поширення призначення у комплексі протизапальної терапії засобів, які ефективно і безпечно впливають на механізм регуляції менструальної функції. Спроби деяких авторів коригувати менструальний цикл гормональними препаратами не завжди ефективні і, крім цього, існує певна категорія жінок, яким протипоказане вживання цих медикаментів. До них перед усім необхідно віднести жінок з екстрагенітальною патологією (серцево-судинна патологія, ожиріння, хвороби печінки). До того ж, більшість жінок взагалі негативно ставляться до призначення гормональних препаратів, які мають абсолютні і відносні протипоказання до вживання і негативно впливають на індекс маси тіла [22, 28, 32].

Виходом з даної ситуації є пошук препаратів негормональної природи, які ефективно і нешкідливо регулюють порушення менструального циклу. Це сприятиме підвищенню ефективності лікування запальних процесів внутрішніх статевих органів, відновленню нормального менструального циклу і профілактиці віддалених ускладнень, пов’язаних із патоморфологічною перебудовою рецепторів ендометрія і яєчників [12].

Саме тому актуальним є пошук оптимальних підходів до терапії ЗЗОМТ і профілактики негативних наслідків запалення. Можливими шляхами розв’язання проблеми може бути використання засобів, що забезпечують терапевтичний ефект безпосередньо у вогнищі запалення. У зв’язку з цим особливий інтерес викликає вагінальний або ректальний шлях введення препаратів, що дає змогу знизити дози лікарських засобів, знизити частоту розвитку системних побічних реакцій і алергізації організму.      
Виходячи з вищевикладеного необхідно визначити нові підходи на підставі вивчення патогенетичних механізмів ХСО у жінок для адекватної тактики їх ведення. Результатом цього є підвищення ефективності корекції репродуктивної функції.

1.2 Характеристика запальних захворювань органів малого тазу

ЗЗОМТ є однією з найпоширеніших причин звернення жінок до лікаря. Захворювання, що передаються статевим шляхом, надають безліч несприятливих впливів на здоров'я людини, але найбільш значущим з них є втрата, що наноситься репродуктивній функції. Жінки з запальними захворюваннями складають 60-65% всіх гінекологічних хворих [25, 135, 173].
Термін «ЗЗОМТ» об'єднує весь спектр запальних процесів верхніх відділів репродуктивних шляхів у жінок. Це ендометрит, сальпінгіт, сальпінгоофорит, тубооваріальний абсцес і пельвіоперитоніт, як окремі нозологічні форми, так і в будь-якій можливій комбінації.Сальпінгоофорит належить до найчастішої локалізації ЗЗОМТ. Відповідно до клінічних ознак розрізняють: гострий або підгострий сальпінгоофорит, який проявляється тазовими болями різної інтенсивності, а також клінічними та біологічними ознаками запалення; хронічний сальпінгоофорит, який може перебігати без клінічних проявів та діагностується при виникненні віддалених ускладнень [38, 41, 159].
Беручи до уваги роль запальних захворювань у виникненні такої патології, як ектопія шийки матки - 15% від числа всіх гінекологічних хворих, лейоміома матки - 30%, ендометріоз - 25%, виходить, що в сумі перекривається майже весь спектр хворих, які звертаються в гінекологічнуклініку. Крім цього, запальні захворювання є найчастішою причиною негормонального безпліддя, ектопічної вагітності, невиношування, хвороб і вад розвитку плода, і як наслідок - великого числа оперативних втручань [19, 24, 77, 151, 168].

Відповідальними за виникнення запальних захворювань геніталій, найчастіше є хламідії, гонококи, мікоплазми, уреаплазми і трихомонади. Щорічно в світі реєструється 100 млн. випадків зараження хламідіозом, 62 млн. гонореєю, 170 млн. трихомоніазом. Кожне з цих захворювань завдає значної шкоди здоров'ю людини, проте в даний час спостерігається неухильна тенденція до асоціації цих збудників, виникнення так званих мікст-інфекцій, що, безсумнівно, істотно погіршує перебіг і прогноззахворювання[83, 102, 113]. 

Найімовірніше, причиною формування мікст-інфекцій єнеефективність антибактеріальної терапії. Неправильно підібраний препарат, доза, режим прийому, недбалість пацієнта в процесі лікування,це призводить лише до стихання гострих симптомів і до розвитку хронічного процесу. Надалі наступні зараження іншими збудниками формують асоціацію, яка, в свою чергу, цілком може передаватися партнеру [60, 61].

Очевидно, що раннє адекватне лікування запальних захворювань здатне запобігти розвитку важких наслідків для організму людини, а особливо для його репродуктивної функції. 

Так як збудники, що викликають запальні захворювання статевих органів, передаються статевим шляхом, першими уражаються нижні відділи геніталій. В нормі в піхві існують досить надійні механізми захисту від інвазії патогенних збудників. Це, в першу чергу, мікробіоценоз піхви, якийза допомогою низки механізмів, таких як створення кислого середовища, конкуренції на рівні харчових субстанцій та ін., запобігає можливість розмноження патогенів. Фізіологічна десквамація епітелію піхви, синтез антимікробних речовин, забезпечення локального імунного захисту, як клітинного, так і гуморального, також вносить свій внесок в захист від проникнення інфекційних агентів. Запобігання проникнення збудників у верхні відділи статевих органів забезпечує цервікальний слиз, який насичений антимікробними субстанціями і антитілами, а також здатний створювати механічну перешкоду. Важливу захисну роль відіграє менструація, в процесі якої відбувається відторгнення функціонального шару ендометрія, що в ряді випадків перешкоджає тривалому перебуванню патогенних мікроорганізмів в порожнині матки, тим самим перешкоджаючи створенню умов для тривалої персистенції, при цьому лейкоцитарна інфільтрація базального шару значно посилює цей механізм [9, 20, 21, 46, 251].

Різні чинники, як екзогенні, так і ендогенні, здатні порушувати захисні механізми, підвищуючи ризик розвитку запальних захворювань. До ендогенних факторів можна віднести гормональні впливи, імунодефіцит різного походження, хронічні захворювання, наприклад, цукровий діабет; до екзогенних - часті, необгрунтовані спринцювання, деякі види місцевої контрацепції, недотримання особистої гігієни [137, 143].

За топографією можна виділити поразку нижнього відділу урогенітального тракту і висхідну інфекцію. До поразок нижнього відділу урогенітального тракту відносять уретрит, парауретрит, бартолініт, кольпіт і ендоцервіцит [20, 272]. 

Поширенню інфекції з вогнищ, розташованих в нижніх відділах урогенітальноготракту, сприяють штучне переривання вагітності, внутрішньоматкові втручання. Висхідна інфекція найчастіше поширюється:  каналікулярно, тобто через цервікальний канал, порожнину матки, маткові труби на очеревину та органи черевної порожнини; лімфогенно, з розвитком пельвіоперитоніта і подальшим лімфогенним розповсюдженням на очеревину; гематогенно, про що свідчить наявність екстрагенітальних ускладнень [14, 41, 260].
Поразка верхніх відділів статевого тракту при ЗЗОМТ характеризується спочатку інфікуванням клітин ендосальпінгса, які вистилають маткові труби. Інфекція може обмежуватися трубами (сальпінгіт) або зачіпати також і яєчники (сальпінгооофорит). Наслідком інфекційного ураження є руйнування нормальної структури репродуктивних органів на макро та мікрорівні. Навіть незначний процес можепризводити до функціональних порушень. Значне запалення, що зачіпає інтраперитонеальні структури, веде до утворення тубооваріального абсцесу, що викликає повне руйнування нормальної структури і функції тазових репродуктивних органів [23, 138].

В етіології захворювань репродуктивної системи жінки суттєва роль належить комбінованій інфекційній природі за участю 26 збудників, нерідко при провідній ролі неспороутворюючих облігатноанаеробних бактерій. Тривала безсимптомна персистенція мікроорганізмів виявляється в 67,2% спостережень [175, 235, 261].

Мікст-інфекція є серйозною проблемою, бо в цьому випадку збільшується патогенність кожного із збудників. Втаких випадках запалення викликає виражену реакцію тканин (слизової оболонки піхви, ектоцервікса, сечівника, сечового міхура, прямої кишки, матки, маткових труб, яєчників), що супроводжується пошкодженням епітелію, деструкцією і дисплазією. При вираженому процесі в умовах зниження імунітету при мікст-інфекції розвиваються крововиливи, пошкоджується гладком'язовий шар, прилеглий до ураженої слизової оболонки,утворюється грануляційна тканина. Це призводить до розвитку не тільки кольпіту, ендоцервіциту, циститу і проктиту, але може відігравати істотну роль у формуванні ектопії шийки матки, що є фоновим передраковим захворюванням, тубооваріальних гнійних утворень, міоми матки, а це загрожує жінкам радикальними операціями з можливою втратою деяких специфічних функцій жіночого організму [153, 185, 232, 233].

Під впливомтоксичних факторів асоційованих інфекційних агентів відбуваються не тільки деструктивні зміни, а й пригнічується фагоцитарна активність лейкоцитів, що призводить до розвитку торпідних форм і фагоцитозу переважно поліморфноядерними лейкоцитами за типом незавершеної реакції. Хронізація деструктивного процесу спостерігається при функціональній неповноцінності мононуклеарних фагоцитів, які проникають в осередок пошкодження слідом за поліморфноядерними лейкоцитами. Найважливішим чинником у цьомупроцесі є включення імунокомплексних механізмів, тобто фіксація імуноглобулінів G і M і комплементу в стінках дрібних судин і гладком'язових клітинах, при зниженні Т-хелперів та підвищенні активності Т-супресорів, з розвитком вторинного імунодефіциту. Крім цього, у ряду мікроорганізмів є антигени, спорідненніклітинам геніталій, що в певних умовах може створити умови для розвитку аутоімунних процесів [11, 13, 66, 103, 107].

Запальним захворюваням статевихорганів, особливо викликаних полімікробною флорою, відводиться велика роль у розвитку таких процесів, як ектопія шийки матки, лейоміома матки, ендометріоз, сприяючи порушенням локальних імунних механізмів у перитонеальній порожнині.Встановлено, що у 1/3 хворих на лейоміому матки захворюванню передували і супроводжували запальні зміни в придатках матки, у 60% різні поєднання запальних захворювань органів малого таза [81, 176]. 

Так, порушення менструального циклу у хворих на ХСО спостерігається досить часто. За даними різних авторів, приблизно 50% хворих на ХСО відзначають порушення менструального циклу, гормональної регуляції - у 81% випадків, зміна характеру менструації у 64% хворих з нормальним менструальним циклом до початку запального процесу, а порушення функціонального стану яєчників на тлі ХСО виявлено у 75,3% (33% - монофазний цикл, 39,5% - укорочення або недостатність лютеїнової фази циклу), що узгоджується з іншими авторами, які тільки у 25,9% хворих на ХСО не виявили клінічних або субклінічних порушень менструальної функції [105, 120, 127].
На думку деяких авторів вирішальне значення у виникненні порушень менструального циклу мають: 70,4% - запалення придатківматки, 17,2% - захворювання шийки матки, 10,6% - запальні процеси у піхві, і тільки 28% - в матці. І хоча порушення меструального циклу не завжди носить клінічний характер і може не турбувати хвору, частота первинного та вторинного безпліддя при ХСО залишається на рівні 30-35%. Визначено, що протягом трьох років після перенесеного гострого запалення придатків матки 24% хворих страждали тазовими болями, 43% мали загострення запального процесу, а 40% були безплідні. Високу частоту безпліддя при ХСО не можна пояснити тільки наявністю злукового процесу органів малого таза [123, 130].

Дослідження гормонального гомеостазу у хворих неспецифічним сальпінгоофоритом було проведено різними науковцями. Так в літературі останніх років немає більш детального дослідження, що показує необхідність докладного розгляду даної проблеми. Особливості порушення секреції ЛГ у хворих з хронічним запаленням придатків матки характеризується, згідно з результатами досліджень, зниженням рівня і порушенням ритму секреції ЛГ. Залежність характеру порушення гормонального гомеостазу від стадії сальпінгоофорита підтверджується також різницею секреції ФСГ у хворих з гострим і підгострим сальпінгоофоритом [124, 143, 283].
Було проведено дослідження з визначення суб'єктивної оцінки часу у хворих з різною гінекологічною патологією. Оцінка тимчасового інтервалу була змінена у 87% хворих на ХСО, що мають клінічні порушення менструальноїфункції, що може говорити про можливе залучення в процес вищих структур головного мозку (гіпоталамуса, шишкоподібної залози). У хворих, які отримували монофазні контрацептиви, суб'єктивна оцінка тимчасових інтервалів наближалася до контрольної групи. На підставі дослідження секреції статевих гормонів при ХСО, були встановлені варіанти порушення гіпофізарно-яєчникових взаємин у хворих на неспецифічний сальпінгоофорит. У хворих на ХСО спостерігаються як двофазні, так і ановуляторні менструальні цикли, персистенція фолікула, що зумовлює високу частоту безпліддя, у зв'язку з порушенням у гіпоталамо-гіпофізарно-яєчникової регуляції. При тривалому перебігу захворювання дані зміни можуть носити незворотній характер, що обумовлює в комплексному лікуванні необхідність призначення засобів, які регулюють менструальну функцію [145, 179].
Таким чином, запальні захворювання статевих органів представляють собою більш складну проблему, ніж це здається на перший погляд. Мікст-інфекція, що виступає на перший план, вносить значні корективи в розуміння патогенетичних механізмівзапальних захворювань, вимагає більш уважного ставлення до підбору терапії та методам профілактики.

На початкових етапах більшість інфекцій, що викликають запальні захворювання статевих органів, протікають безсимптомно. Відсутність клінічних симптомів захворювання вказує лише на тимчасову рівновагу між паразитами і "господарем" в умовах, що їх обмежують, але не перешкоджають розмноженню. Інфекція з клінічно безсимптомним перебігом є не менш безпечною, ніж її маніфестні форми [134, 147].

Більшість збудників мікст-інфекції вражають переважно клітини циліндричного епітелію, виняток становлять трихомонади, гарднерели і грибки, здатні розмножуватися в багатошаровому плоскому епітелії. Захворювання нерідко бувають субманіфестними або безсимптомними. Половина інфікованих жінок не мають клінічних проявів, які залежать від вірулентності збудників, тривалості перебування в організмі, топографіїпоразок, вираженості місцевих і загальних реакцій макроорганізму [108, 175].

Як правило, ЗЗОМТ характеризуються полімікробною етіологією. Практично всі мікроорганізми, присутні в піхві (за винятком лакто- і біфідобактерій), можуть брати участь в запальному процесі. 

Мінімальними критеріями ВООЗ для постановки діагнозу ЗЗОМТ є:болючість при пальпації в нижній частині живота, болючість в ділянці придатків матки, хворобливі тракціїшийки матки. Для підвищення специфічності діагностики існують додаткові критерії: підвищення температури тіла, патологічні виділення із шийки матки і піхви, підвищення швидкості осідання еритроцитів, підвищення рівня СРБ,  лабораторне підтвердження цервікальної інфекції,викликаної гонококами, трихомонадами, хламідіями та ін. Доказовими критеріями ЗЗОМТ є: гістологічне виявлення ендометриту при біопсії ендометрію, ультразвукові дані з використанням трансвагінального сканування, які демонструють потовщені, наповнені рідиною маткові труби з, або без вільної рідини в черевнійпорожнини,відхилення, виявлені при лапароскопії, відповідні ЗЗОМТ [145, 280, 281].
Найбільш небезпечним ускладненням ЗЗОМТ є безплідність. Частота його знаходиться в прямій залежності від тривалості і кратності загострень тазових запальних захворювань. Основними скаргами таких хворих є: первинне або вторинне безпліддя, у 12% болі внизу животаз їх посиленням перед менструацією, наявність рідких виділень без запаху зазвичай за 4-5 днів перед менструацією, 3-4 рази в рік з інтервалом в 3-4 місяці, у 70% психоемоційні розлади (порушення сну, дратівливість, головний біль).Іншими не менш важкими і значущими ускладненнями ЗЗОМТ є позаматкова вагітність тазлукова хвороба [18, 48, 67]. 

В даний час з метою діагностики урогенітальної інфекції застосовують методики, які різняться між собою чутливістю, специфічністю, зручністю застосування, доступністю і ціною. Основним і найбільш часто вживаним методом діагностики є ПЛР, що дозволяє ідентифікувати в рідинах і тканинах організму збудників, серед яких хламідії, уреаплазми, мікоплазми, гарднерели, цитомегаловіруси, вірусигерпесу 1 і 2, гонококи, трихомонади, ВІЛ, збудники туберкульозу та сифілісу. Крім цього, широко використовується ІФА, що визначає моноклональні антитіла, мічені флюоресцентом. Чутливість даного методу становить 98%, а специфічність 90%. За допомогою цієї методики можна також діагностувати хламідіоз і мікоплазмоз [167, 191, 241].

Слід особливо відзначити, що негативні результати дослідження матеріалу з уретри, склепінь піхви і цервікального каналу не можна вважати достовірними для виключення ураження ендометрія, міометрія і маткових труб. У зв'язку з цим слід підкреслити діагностичне значення гістероскопії та лапароскопії, при яких можливий забір матеріалу з матки, маткових труб і перитонеальної рідині. Крім того, під час ендоскопічного дослідження оцінюється стан матки, ендометрія і маткових труб. Відомо, що у пацієнток з хламідіозом в 71% випадків маткові труби непрохідні в інтерстиціальному відділі, тоді як у хворих з банальним запаленням в 53% спостережень труби непрохідні в ампулярних відділах. Проте рутинне мікробіологічне дослідження матеріалу, який одержують навіть при лапароскопії, відрізняється низькоючутливістю. При вивченні матеріалу, який отримано при лапароскопії у пацієнток з візуальними ознаками запалення, в 63% випадків мікрофлора не виявляється. Вона локалізується в товщі уражених запаленням тканин, тане завжди виділяється лапароскопічно [110, 112, 141, 238].

Таким чином, слід визнати, що в дійсностітерапія ЗЗОМТ здебільшого є емпіричною, а результати некоректних мікробіологічних досліджень більшою мірою вводять в оману і можуть призводити, скоріше, до видалення додатків мати, ніж забезпечувати ефективність лікування. Сучасна тенденція терапії різних захворювань проголошує принцип "необхідності і достатності" відносно вибору лікарських препаратів. Очевидно, що не завжди є можливість використання в схемі лікування одного препарату, іноді їх кількість доходить до десяти. Зпідвищенням кількості одночасно прийнятих препаратів прогнозувати їх ефект стає все важче, а часом і зовсім неможливо. Це пов'язано з наявністю лікарських взаємодій, які до цих пір вивчені недостатньо [2, 12, 34, 229]. 

Таким чином, необхідна розробка нової схеми терапії запальних захворювань статевих органів із залученням нових антибактеріальних препаратів адекватного спектру дії, що дозволить в багатьох випадках використовувати монотерапію.

Лікування ЗЗОМТ має розпочинатися відразу ж після установки попереднього діагнозу, заснованого на наявності мінімальних критеріїв ВООЗ, так як профілактика віддалених наслідків, розвитку цитокінового каскаду і подальшої аутоімунної патології взаємопов'язана з термінами призначення антибактеріальної терапії. Нерідко антибактеріальні препарати, що застосовуються, бувають неефективні. Це пов'язано з їх дуже частим і багаторазовим призначенням, що сприяють розвитку антибіотикорезистентності [58, 60, 219].

Крім того, етіотропна терапія антибіотиками не є єдиною складовою лікування. Такий аспект, як патогенетичні методи, а саме імунокорекція, також повинен бути прийнятий до уваги. При недооцінці важливості імунокорекції гострих ЗЗОМТ збільшується ризик їх рецидиву, а також переходу в хронічну форму [3, 43].

При хронічних ЗЗОМТ імунотерапія і зовсім набуває особливого значення, тому що грамотне лікування усуває неприємні симптоми і покращує якість життя жінки. Необхідно пам'ятати, що хронічний запальний процес носить аутоімунний характер [55, 217]. 

Необхідність призначення імунотерапії пояснюється тим, що імунна реакція, що розвивається у відповідь на впровадження інфекційного агента, є найважливішою ланкою в патогенезі запального процесу. При цьому імунна система може сама перетворюватися на об'єкт поразки. При виснаженні резервних можливостей імунної системи виникає її недостатність, що робить неможливою активацію певних ланок, які в нормі реагують на мікробну інвазію і захищають організм [37, 84, 100, 103]. 

Множинний вплив на найважливіші патогенетичні механізми запальних реакцій мають нестероїдні протизапальні препарати. Вони зменшують проникність капілярів, внаслідок чого знижується інтенсивність ексудативних проявів запальних реакцій; стабілізують лізосомальні мембрани, що призводить до обмеження виходу в клітину і за її межі лізосомальних гідролаз, спроможних пошкоджувати будь-які тканинні компоненти; гальмують синтез АТФ, що призводить до пригнічення запальних реакцій; гальмують синтез і/або інактивують медіатори запалення (простагландини, брадикінін, лейкотрієни, гістамін, серотонін, лімфокіни і т.д.), що пояснює наявність не тільки протизапальних, але й знеболюючих і жарознижуючих властивостей цієї групи препаратів; викликають модифікацію молекулярної конформації субстратів запалення; гальмують проліферативну фазу запалення і зменшують постзапальний склеротичний процес. Вони займають одне з провідних місць в терапії запальних захворювань додатків матки. Неспецифічно пригнічуючи запальний процес, вони мають патогенетичний вплив, хоча й діють на вторинні ланки патогенезу, тобто на рівні вже розвиненого патологічного процесу [89, 119, 129].

Застосування протеолітичних ферментів сприяє зменшенню рецидивів, попереджує і знижує частоту утворення перитубарних злук, підвищує ефективність комплексної терапії ЗЗОМТ [90].

Важливою ланкою патогенезу хронічного ЗЗОМТ є порушення системи гемостазу, що проявляється розвитком гіперкоагуляції на фоні зниження антикоагуляційного потенціалу і пригніченням фібринолізу. Порушується система кровопостачання органів малого тазу: зменшується еластичність артерій і артеріол, з'являються ознаки гіпотонії і ускладненого відтоку крові із артеріального відділу до вен, знижується кровонаповнення. В основі сповільненого кровотоку і застійних явищ в органах малого тазу лежать анатомічні зміни вен, склеротичні процеси в судинах мікроциркуляторного русла, розростання сполучної тканини, атеросклероз і варикозне розширення венул. Порушення регіонарної гемодинаміки погіршує трофіку тканин, сприяє появі зон анемізації або венозного повнокров'я в органах малого тазу, розвитку та підтримці запальних і дистрофічних змін в рецепторному апараті додатків матки, провокуючи больовий синдром. В зв'язку з цим патогенетично обґрунтованим є використання препаратів, які покращують мікроциркуляцію, знижують периферичний опір судин, мають дезагрегуючий ефект і прискорюють репаративні процеси [35, 36, 68, 82, 98, 133].

Серед фізіотерапевтичних методів лікування застосовують струми надтональної частоти, змінне магнітне поле низької частоти, низько імпульсивний лазерний вплив, фоноферез, електрофорез. Дані процедури мають знеболюючу, бактеріостатичну, десенсибілізуючу дію, покращують мікроциркуляцію, зменшують ексудативний компонент, знижують спазм судин. При призначені фізіотерапії не слід забувати про онкологічну настороженість (тепловий вплив може стати провокуючим фактором розвитку неоплазій) [148, 163].

Успішність лікування запальних захворювань геніталій також залежить від своєчасної корекції гормональних порушень, лікування супутніх соматичних, ендокринних, інфекційних та інших захворювань. 
Критеріями ефективності комплексної терапії ЗЗОМТ є відсутність больового синдрому та патологічних виділень зі статевих шляхів, нормалізація бактеріальної флори при мікробіологічному дослідженні [80].
1.3 Вплив мікробіоценозу піхви на репродуктивну функцію хворих на запальні захворювання органів малого тазу

На сьогодні відомо, що більшість бактерій існують у природних екосистемах не як повільно плаваючі планктонні клітини, а у вигляді специфічно організованих і прикріплених до субстратів біоплівок, у яких бактеріальні клітини поєднані складним міжклітинним зв’язком, що здійснює експресію генів у різних частках біоплівок, у результаті чого популяцію бактерій у біоплівці можливо розглядати як функціональний аналог багатоклітинного організму [195, 205, 268].

Утворення біоплівок є однією з основних стратегій виживання бактерій у зовнішньому середовищі. Водночас, утворення біоплівок, як і інші мікробні процеси, такі як біолюмінісценція, синтез детермінант вірулентності у патогенних бактерій, стан компетентності, перенесення кон’югативних плазмід, біосинтез антибіотиків, обмін і реплікація ДНК, реалізується тільки за умови досягнення популяцією певного рівня щільності [200, 210, 227]. Цей феномен здобув назву “відчуття кворуму” (QS) – це механізм, що дозволяє бактеріям функціонувати як багатоклітинний організм. Відомо, що бактерії виділяють у зовнішнє середовище сигнальні молекули. Якщо кількість мікробів висока, то вільний простір між молекулами зменшується настільки, що мікроорганізми утворюють навколо себе захисну плівку й успішно оберігають себе від дезінфектантів та антибіотичних засобів і шляхом хибного сигналу паралізують імунну систему людини [212, 246, 265, 286]. Особливу загрозу для макроорганізму становлять змішані біоплівки. Такий спосіб існування мікроорганізмів утворює великі проблеми в медичній практиці у зв’язку з тим, що у складі біоплівок мікроорганізми в 50-500 разів є більш стійкими до дії дезінфікуючих речовин, антибактеріальних препаратів, бактеріофагів, антитіл і фагоцитів. Тому основною перешкодою ефективного лікування інфекційних захворювань є стійкість мікроорганізмів до лікарських препаратів: множинна лікарська стійкість, опосередкована транспортуванням ліків з клітин; стійкість, опосередкована взаємодією мікробів усередині їх спілки (кворум – сенсінг мікробів); стійкість, що пов’язана з відсутністю реакцій бактерій на сигнал до загибелі з боку макроорганізму (персистенція мікроорганізмів, що обумовлена створенням біоплівок).Постійне співіснування мікроорганізмів будь-яких видів припускає різні форми взаємодії мікробів на метаболічному й генетичному рівнях. Бактерії можуть пригнічувати ріст інших видів за рахунок більш високого біологічного потенціалу шляхом зміни рН середовища, завдяки продукції молочної кислоти, спиртів, перекису водню та інших речовин [214, 252, 266, 276, 286].
Розвиток захворювань мікробної етіології залежить від персистентних властивостей мікроорганізмів, спрямованих на інактивацію факторів природної резистентності організму. Вивчено видовий склад і біологічні властивості мікрофлори піхви і цервікального каналу жінок із запальними захворюваннями внутрішніх статевих органів, та показано, що запальні захворювання внутрішніх статевих органів протікають на тлі дисбіотичних станів, що характеризуються виділенням мікроорганізмів з високими персистентними властивостями. Останні, очевидно, грають велику роль в патогенезі запальних захворювань і дисбіотичних станів внутрішніх статевих органів жінки [114, 125, 206, 254].
Підтримання щодо стабільного якісного та кількісного складу мікробіоценозу піхви має важливе значення в забезпеченні нормального фізіологічного статусу жіночого організму. Нормальна мікробіота - той первинний неспецифічний бар'єр, лише після прориву якого ініціюється включення всіх наступних неспецифічних і специфічних чинників захисту макроорганізму. Вона виступає як індикатор фізіологічного стану макроорганізму залежно від впливу на нього різних факторів. Нормальна піхвова бактеріальна флора представлена ​​різноманітними видами мікроорганізмів, багато з яких ще не ідентифіковані. Кількісний бактеріологічний аналіз здорових жінок показав, що в 1 г вагінальної рідини міститься 108 клітин аеробних і 109 клітин анаеробних бактерій. Провідними мікроорганізмами є Lactobacillus, Peptococcus, Bacteroides, Staphilococcus epidermidis, Corinebacterium spp., Peptostreptococcus spp., Eubacterium. Цей список відображає рангове розташування домінуючої мікробіоти, виходячи з концентрацій більше 105 КУО/г [196, 202, 208, 227, 282]. 
Більшість патогенних ізолятів є компонентами нормальної мікрофлори людини. Дані Санкт-Петербурзького НДІ епідеміології та мікробіологіїім. Пастера показали, що з 6603 жінок, які звернулися зі скаргами на виділення зі статевих шляхів, банальна інфекція (стафілококи, стрептококи, кишкова паличка та ін.) була виявлена ​​у 35,2% пацієнток, Candida аlbicans - у 25% жінок, бактеріальний вагіноз - у 17,4%, а далі йшла трихомонадна інфекція (8,2%), Neisseria gonorrhoeae (3,2%). Тільки у 10% жінок виявлена ​​нормальна мікрофлора піхви. За даними літератури відомо, що найбільш поширені збудники, що представляють як локалізовану, так і генералізовану інфекцію - патогенні стафілококи, стрептококи, Pseudomonas aeurogenosa, Proteus, E.coli, Klebsiella, Serratia, Enterobacter, Flavobacterium meningosepticum, Neisseria meningitidis. Крім того, можлива наявність мікроскопічних грибів, а також Peptostreptococcus, асоційованих з Bacteroides і Trichomonas. Результати статистичного аналізу розподілу концентрацій жирних кислот мікробного походження в сечі, еякуляті й вагінальному вмісті свідчать про гомеостаз маркерів мікроорганізмів в нормі, а отже, і відповідного мікробіоценозу локусів урогенітального тракту [148, 176, 194, 218, 222]. Статистична обробка даних дозволила виявити два кластера значень концентрацій жирних кислот мікробного походження:один з них з меншим значенням середніх величин можна віднести до норми, а інший - з високим середнім рівнем - до патології, тобто запалення. 
Гомеостаз - поняття фізіологічне і повинно припускати сталість як самого мікробного співтовариства локусу, так і складу властивостей його місцеперебування. Дійсно, у формуванні цих властивостей природним чином повинні брати участь і мікроорганізми, які продукують численні біологічно активні продукти: ферменти, регуляторні чинники, токсини, фактори патогенності. Вони беруть участь у підтримці рН середовища та балансу мікроелементів [90, 137, 149, 199]. 

Не позбавлене сенсу розглядати мікробний консорціум вагінальних слизових оболонок організованою біоплівкою, яка специфічно переходить в патогенний стан, що включає набір постійних агентів, таких як Pseudonocardia, Fusobacterium, Haemophylus, Klebsiella, Streptococcus, Staphylococcus epidermidis і Clostridium perfringens та інших членів спільноти, періодично активних. При такому поданні про мікробіоценоз стають зрозумілими труднощі, які виникають при терапії хворих на сальпінгоофорит. Першою причиною невдач є наполеглива діагностика етіологічних чинників при ігноруванні патогенного потенціалу нормальноїмікрофлори. Другою причиною невдач є відомі труднощі в доставці ліків до вогнища запалення. Третя, поки мало відома клініцистам причина - колективна опірність антибіотиків та інших впливів (QS) організованої в біоплівку мікробіоти локусів [197, 207, 227, 248, 264].

Наведені вище міркування показують, що мікробіота слизових оболонок статевих органів жінок не може не бути фізіологічним партнером організму-господаря. Вона гомеостатична і грає позитивну роль в обмінних процесах на слизовій оболонці і захисту від зовнішніх патогенів. У той же час вона проявляє і негативніу відношенні до господаря функції, якщо склад мікробіоти порушений, стимулюється токсиноутворення, характерне для більшості представників нормофлори, що може загрожувати здоров'ю жінки. Більш того, воно може загрожувати і головній фізіологічній функції жіночих статевих органів – репродуктивній [211, 267, 284]. У жінок з проблемами вагітності або невдалими спробами ЕКЗ виявляється істотне перевищення норми прихованими компонентами нормофлори: Clostridium perfringens, Helicobacter pylory, Streptomyces, Eubacterium. Clostridium perfringens утворює токсини і ентеротоксин. Мішені для основних токсинів - біологічні мембрани в різних тканинах. Поразки обумовлюють ферментативні процеси, що каталізують гідролітичні розщеплення і порушення клітинної проникності з наступним набряком і аутолізом тканин, характерним для газової гангрени. Helicobacter pylory, проникаючи через слиз, прикріплюється до епітеліальних клітин, проникає в залози слизової оболонки. ЛПС мікроорганізмів сприяє міграції нейтрофілів і розвитку гострого запалення. Eubacterium - умовні патогени з розвиненою системою видів і штамів з універсальними властивостями. Для них характерно індукування продукції прозапальних цитокінів та TNF-α, а також протизапального цитокіну IL-10 [185, 198, 225, 230, 239].

В даний час, незважаючи на широке застосування антибактеріальних препаратів, інфекційні захворювання й ускладнення в акушерстві та гінекології, обумовлені мікробними агентами, як і раніше займають домінуюче становище. Серед бактеріальних захворювань питому вагу становлять патологічні стани, пов'язані з порушеннями нормальної мікрофлори організму-господаря, тобто з розвитком вагінальних дисбактеріозів. Частота виникнення таких захворювань (бактеріальний вагіноз, кандидозні вагініти, атрофічні вагініти) не має тенденції до зниження. Дисбактеріози вагінального тракту можуть стати причиною розвитку патологічних порушень в інших органах і системах організму жінки [138, 274, 275].

Мікробіоценоз - це стійке співтовариство мікроорганізмів у певному середовищі проживання. Факт існування мікробіоценозу в піхві, як і в кишечнику, встановлений досить давно. Проте вивчення цього питання, як і раніше, актуальне - умови існування, склад мікробіоценозу є предметом наукових досліджень. До чого призводять порушення мікробіоценозу, як підтримати або відновити порушений мікробіоценоз? Це досить важливе питання від вирішення якого багато в чому залежить здоров'я людини.Піхва, вагінальна мікрофлора і вагінальне середовище, що контролює мікрофлору, утворюють гармонійну, але вельми динамічну екосистему [131, 186, 204, 214, 250].

Вагінальна мікрофлора включає в себе як мікроорганізми, що формують нормальну мікрофлору, так і випадково занесені з навколишнього середовища бактерії (транзиторні мікроорганізми). Транзиторні мікроби не здатні до тривалого перебування в генітальному тракті і, як правило, не викликають розвитку патологічних станів до тих пір, поки фактори природної резистентності та імунні механізми забезпечують бар'єрну функцію і перешкоджають надмірному розмноженню цих мікроорганізмів.Статеві шляхи жінки представляють собою екологічну порожнину, що містить в собі плоский епітелій піхви, циліндричний епітелій шийки матки і вагінальний секрет [218, 228, 263, 273].

Епітелій піхви представляє собою сквамозний, багатошаровий епітелій, в базальному шарі якого клітини діляться і дозрівають у напрямку до просвіту, потім злущуються в просвіт піхви. Нормальне дозрівання епітеліоцитів, товщина поверхневого шару і злущування знаходяться під контролем гормонів яєчників. У фолікулярній або проліферативній фазі менструального циклу епітелій піхви знаходиться під впливом естрогенів (в основному естрадіолу), а в лютеїновій або секреторній фазі - прогестерону. Естрогени індукують накопичення в вагінальному епітелії глікогену, що є субстратом зростання для лактобактерій. Лактобактерії розщеплюють глікоген з утворенням молочної кислоти, яка підтримує рН піхви на низькому рівні (4,4-4,6). Крім того, жіночі статеві гормони стимулюють утворення рецепторів для лактобактерій на клітинах вагінального епітелію [221, 259, 271]. Перше велике дослідження вагінальної мікрофлори у жінок було проведено Альбертом Додерляйном у 1887 році. А. Додерляйн і його сучасники вважали, що вагінальна мікрофлора складається тільки з грампозитивних бацил. Бацили Doderlein, відомі нині як представники роду лактобактерій, є переважаючими в нормальній мікрофлорі жінок репродуктивного віку (80-90%). При цьому встановлено, що нормальна мікрофлора піхви дуже гетерогенна і включає в себе грампозитивні та грамнегативні аеробні, факультативно-анаеробні та облігатно-анаеробні бактерії [242, 269, 279]. Деякі з цих мікроорганізмів можна віднести до умовно-патогенних. У нормі їх вміст у піхві не перевищує, як правило, концентрації 103 КУО/мл, і вони не викликають ніяких патологій. До грампозитивних облігатно-анаеробних бактерій належать лактобактерії - паличкоподібні бактерії, що відносяться до так званої флори Doderlein і займають домінуюче положення в піхві у здорових жінок. У нормі їх рівень досягає концентрації 107-109 КУО/мл виділень піхви. До типових представників лактофлори відносяться L.acidophilus, L.fermentum, L.plantarum і L.casei. За біохімічними властивостями лактобактерії відносяться до облігатно-анаеробних. При цьому вони, як правило, стійкі до кисню (аеротолерантні). Колонізуючи епітелій піхви, лактобактерії перешкоджають контамінації вагінального тракту екзогенними мікроорганізмами, і обмежують зайвий зріст постійно присутніх у піхві бактерій, надмірне розмноження яких може призвести до виникнення патологічних станів - забезпечивши колонізаційну резистентність. Важливим фактором, необхідним для ефективної колонізації, є висока здатність лактобактерій до адгезії на поверхні клітин епітелію піхви. Причому різні штами лактобактерій володіють специфічною адгезією до певних епітеліоцитів. Так вагінальні штами лактобактерій проявляють високий рівень адгезії тільки до епітелію піхви [213, 216, 285].
Антибактеріальна активність лактобактерій обумовлена ​​низкою факторів. Перш за все, вона пов'язана з виробленням в процесі бродіння молочної та інших органічних кислот, що забезпечує низьке значення рН (кисле середовище) у піхвіта є найважливішим контролюючим механізмом, що перешкоджає колонізації патогенними бактеріями цієї екологічної порожнини [219].

Другим механізмом антагоністичної активності лактобактерій є здатність деяких штамів продукувати перекис водню. Лактобактерії, що мають цю властивість, ефективно протистоять колонізації піхви бактеріями, які відіграють важливу роль при дисбіотичних порушеннях мікрофлори піхви. Деякі штами лактобактерій здатні продукувати інші антибактеріальні агенти, такі як лізоцим, лактацини [156, 222]. В даний час доведено, що у здорових жінок репродуктивного віку лактобактерії домінують не тільки у піхві, але і в дистальних відділах уретри. Колонізуючи уроепітеліальні клітини, лактобактерії оберігають нижні відділи сечовивідних шляхів від колонізації уропатогенними бактеріями, здатними викликати висхідні урогенітальні захворювання. Під час менопаузи на тлі зниження рівня естрогенів значно зростає частота виникнення пієлонефритів, циститів. Біфідобактерії - поряд з лактобактеріями відносяться до флори Doderlein, проте, в порівнянні з останніми, бактерії, що належать до цього роду, виявляються у здорових жінок з невеликою частотою рівною 7-12% (під час вагітності вище 20%) і в концентраціях в межах від 103 до 107 КУО/мл досліджуваного матеріалу. Як і лактобактерії, в процесі своєї життєдіяльності біфідобактерії виділяють велику кількість кислих продуктів, тим самим сприяючи підтримці в піхві кислого середовища (низької рН). Пептострептококи є третьою складовою частиною флори Doderlein і відносяться до представників нормальної флори генітального тракту. За різними даними частота їх виділення в нормі варіює від 40 до 90% випадків, а кількість анаеробних коків в вагінальному секреті становить від 103 до 104 КУО/мл [230, 240, 271].

Незважаючи на те, що пептострептококи складають частину нормальної флори жіночого статевого тракту, їх часто виявляють при септичних абортах, трубно-яєчникових абсцесах, ендометритах та інших інфекціях жіночих статевих органів. В асоціації з іншими анаеробними бактеріями пептострептококи у великому відсотку випадків виділяються при сальпінгоофоритах, причому за цією патологією їх кількість може збільшуватися до 105 КУО/мл досліджуваного матеріалу або вище. Клостридії - спороутворюючі, паличкоподібні бактерії. З піхви здорових жінок клостридії виділяються в невеликих концентраціях і з низькою частотою (не перевищує 10% випадків). Роль цих мікроорганізмів у мікробіоценозі і у виникненні сальпінгоофориту невелика [230, 285]. Пропіонобактерії відносяться до представників нормальної мікрофлори генітального тракту у жінок. Типовими представниками є P. acnes, які можуть бути виділені з частотою до 25% і в кількості, що не перевищує в нормі 104 КУО/мл досліджуваного матеріалу. Мобілюнкуси - грам-варіабельні рухливі палички, можуть виявлятися у жінок з діагнозом гострий сальпінгоофорит. Бактерії роду Mobiluncus виділяються тільки у 5% здорових жінок. У чоловіків Mobiluncus можуть викликати гострий уретрит і гострий простатит. У разі тривалого нелікованого захворювання можливий розвиток серйозного ускладнення у вигляді епідидиміту або орхоепідидиміту, що може викликати вторинне безпліддя [84, 197, 202, 218]. 
Встановлено, що у групіжінок з безпліддям на фоні сальпінгоофориту відзначається збільшення концентрації цих бактерій на тлі зниження рівня вагінальних лактобактерій. При цьому частота контамінації вагінального тракту даними мікроорганізмами сягає від 30 до 50% випадків, що дозволяє розглядати виявлення цих бактерій як важливий критерій для постановки діагнозу дисбактеріозу піхви. У деяких роботах показано, що з розвитком сальпінгоофориту пов'язаний й вид M. curtisii. Представники роду Mobiluncus мають здатність прикріплюватися до епітеліоцитів піхви. У бактерій цього роду були виявлені муколітичні ферменти: муціназа, нейрамінідаза. Підвищення активності цих ферментів у вагінальному секреті може призводити до розриву плодових оболонок і передчасних пологів. Крім цього показана роль Mobiluncus у розвитку хронічних сальпінгітів, ендометритів і абсцесів. Atopobium vaginae - поліморфні коки,можуть бути представлені у складі нормальної флори сечостатевої системи у жінок. Здатність продукувати значну кількість аміаку, який може виступати як субстрат для мікроорганізмів, що викликають сальпігноофорит, включаючи G.vaginalis. Atopobium vaginae грають роль у розвитку сальпігноофориту (асоційовані на 95%) [79, 222, 259]. В даний час розглядається вплив Atopobium vaginae на розвиток анаеробних баланопоститів у чоловіків. Грамнегативні облігатно-анаеробні бактерії складають значну частину нормальної флори піхви. Однак при певних умовах ці бактерії можуть викликати сальпінгіти, хоріоамніоніти, ендометрити і пельвиоперитоніт. 

Бактероїди - неспороутворюючі, поліморфні палички. Найбільш часто зустрічаються в піхві Bacteroides urealyticus, який виділяється у здорових жінок з частотою до 36%. Бактероїди групи "fragilis" (B. fragilis, B. vulgatus, B. ovatus, B. distasonis, B. uniformis, B. caccae, B. multiacidus) можуть бути виявлені у 9-13% здорових жінок. У нормі кількість бактероїдів зазвичай не перевищує 103-104 КУО/мл досліджуваного матеріалу. 

Превотели - неспороутворюючі палички. Основними видами, які найбільш часто зустрічаються в вагінальному тракті здорових жінок, є P. bivia і P. disiens. У нормі частота вилучення бактерій цього роду може досягати 60% випадків, однак, їх кількісний рівень у здорових жінок не перевищує 104 КУО/мл досліджуваного матеріалу [258, 276]. 
Фузобактерії є представниками нормальної флори шлунково-кишкового тракту. Фузобактерії в нормі в піхві зустрічаються дуже рідко (до 8% випадків) і в концентрації, що не перевищує 103 КУО/мл досліджуваного матеріалу. При сальпінгоофоритах значно зростає частота виділення фузобактерій (21%).

Патогенні можливості строго анаеробних грамнегативних бактерій, перш за все, пов'язані з їх ферментними системами. Так у B. fragilis виявлені гіалуронідаза, коллагеназа, фібринолізин, імуноглобулін-протеази, гепаріназа і нейрамінідаза. B. fragilis володіє й іншими факторами патогенності, як, наприклад, капсульний полісахарид, що володіє антифагоцитарною активністю. Крім того, бактероїди групи "fragilis" здатні до продукції супероксиддисмутази і каталази, що дозволяє їм протистояти бактерицидній дії перекису водню, що виробляється лактобактеріями. Протеази і фібринолізин виявлені у різних видів роду Prevotella і Porphyromonas. Fusobacterium necrophorum виділяє гемолізіни, лейкотоксін і фактори агрегації тромбоцитів.Кислоти, що продукуються грамнегативними анаеробами, а також бактеріями роду Mobiluncus, зокрема бурштинова кислота, що знижує функціональну активність полінуклеарних нейтрофілів, з чим пов'язана їх мала кількість або відсутність у виділеннях з піхви при сальпінгоофоритах [79, 270, 281].
Дріжджоподібні гриби роду Candida є частими коменсалами генітального тракту здорових жінок, особливо сексуально активних. Найбільш часто виявленим видом є Candida albicans (до 30%). Кількість Candida albicans може досягати 106 КУО/мл досліджуваного матеріалу, при цьому не викликаючи розвитку патологічних процесів. Кількість дріжджоподібних грибів роду Candida може підвищуватися при вагітності на тлі транзиторної фізіологічної супресії клітинного імунітету [42, 114, 125].

Виходячи з вищевикладеного можна зробити висновок, що виникнення й інтенсивність запального процесу прямо залежать від індивідуальних коливань у якісному й кількісному складі мікрофлори піхви, а склад мікрофлори, у свою чергу, залежить від віку, гігієнічних навичок, резистентності слизової оболонки, наявності патологічних процесів. Постійний моніторинг із кількісним визначенням видового складу мікрофлори піхви може бути корисний для визначення ризику виникнення сальпінгоофориту, який приводить до безпліддя та з метою профілактики.

1.4 Імунопатогенетичні аспекти запальних захворювань органів малого тазу
Сучасні дослідження дозволяють розглядати ХСО як динамічний процес, який ініціюється бактеріальними антигенами, при якому порушується регуляція системної запальної реакції. Порушення імунореактивності носять вторинний характер і можуть безпосередньо випереджати або супроводжувати перебіг ХСО [87, 231].

Центральну роль в елімінації збудників ХСО відіграє Т-клітинна ланка імунітету, а основними молекулами, що координують дію імунних клітин, виступають цитокіни, які й визначають ефективність імунної відповіді та перебіг запального процесу в організмі. Цитокіни здатні модулювати регуляторні й ефекторні функції клітин. У здоровому організмі існує баланс між цитокінами з прозапальною й протизапальною активністю. Встановлено, що у відповідь на інфекцію в тканинах відбувається локальна продукція цитокінів, що викликає обмежену запальну реакцію і сприяє ліквідації ушкоджень. Імунна система, що нормально функціонує перешкоджає безконтрольному виділенню медіаторів запалення і забезпечує адекватну реакцію макроорганізму на інвазію мікроорганізму. Роль цитокінового балансу в патогенезі ХСО вивчена ще не до кінця [117, 139, 236, 262]. 

Значення факторів гуморального і клітинного імунітету, роль цитокінів у патогенезі ХСО ще недостатньо вивчені. Відомо, що захисна роль прозапальних цитокінів проявляється тоді, коли ці медіатори працюють локально, у вогнищі запалення, однак їх системна продукція не означає високої ефективності протиінфекційного імунітету. Всупереч цьому, надлишкова та генералізована продукція прозапальних цитокінів призводитьдо розвитку органних дисфункцій. У літературі відсутні дані про діагностичну значущість імунологічних маркерів, які могли бути предикторами розвитку ХСО [118, 172].
Розкриття механізмів патогенезу імунного запалення при різних видах патології має важливе як фундаментальне, так і прикладне значення, тому що від стану функціонування клітинного та гуморального факторів імунітету безпосередньо залежить характер перебігу і завершення, в тому числі і запальних захворювань жіночих статевих органів [136, 160, 244].У більшості випадків при хронічних запальних захворюваннях органів жіночої статевої сфери, основним пусковим механізмом у розвитку імунного запалення є мікробна інвазія [161, 165]. До того ж, при всій різноманітності патогенних агентів розвивається дезорганізація плазматичних мембран не тільки клітин-мішеней в ураженому органі, але й імунокомпетентних клітин і еритроцитів [78, 80, 211]. Крім того є порівняно мало загальних механізмів порушень структури і функції мембран, що підсилюють генерацію активних метаболітів кисню, інтенсивністьпроцесів ПОЛ, порушення енергозабезпечення клітин. Як наслідок цього в крові підвищується концентрація метаболітів, що володіють імуносупресорним ефектом: продукти ПОЛ, аномальні метаболіти ліпідного обміну, глікозаміноглікани [108, 171]. Дані метаболіти безпосередньо діють і на імуноцити, змінюючи їх функціональну активність та індукуючи у них появу імуносупресорних властивостей [1, 15, 258]. Патогенетичний ланцюг подій у підсумку призводить до розвитку вторинного імунодефіциту.

Неадекватна корегуюча терапія в умовах первинно гострого процесу призводить до хронізації запальної реакції [177, 278], розвитку більш глибоких порушень імунного статусу, стану ПОЛ і структурно-функціональних властивостей лейкоцитів [72, 155], вимагає використання додаткових способів і методів реабілітації, які повинні, крім впливу на патогенний агент, включати додаткові точки програми: імунокомпетентні клітини, стан ПОЛ, структурно-функціональні властивості мембран клітин-мішеней [54, 99, 286].

Виявлено схожість і відмінності в характері та вираженості порушень імунолабораторних показників на системному та локальному рівні у пацієнток з ХСО залежно від стадії захворювання: ремісії, загострення без або з ускладненнями. Встановлено особливості оксидантних порушень і змін концентрації стабільних метаболітів оксиду азоту у хворих з різними стадіями ХСО. На основі оцінки внутрішніх міжсистемних інтеграцій показників імунного статусу встановлена ​​«напруженість» механізмів підтримки імунного гомеостазу в умовах ХСО. Дослідниками виявлена вірогідність розвитку ХСО залежно від генетичної детермінованості лейкоцитів і встановлено характер змін структурно-функціональних властивостей лейкоцитів у хворих на ХСО залежно від стадії захворювання. На основі клініко-інструментальних і лабораторних даних показана недостатня ефективність традиційного лікування хворих на ХСО в стадії загострення, а також доведено ефективність сумісного застосування імунотропних, антиоксидантних і мембранопротективних препаратів у корекції порушень імунного статусу, стану ПОЛ і структурно-функціональних властивостей лейкоцитів пацієнток з ускладненим перебігом ХСО [29, 70, 161, 212].

У науковій літературі представлені різні патофізіологічні аспекти реагування організму при гострих і хронічних запальних процесах придатків матки [35, 74, 146].
Визначено функціональний стан імунної системи у жінок з хронічними запальними захворюваннями придатків матки шляхом тестування рівнів індукторів гуморального і клітинного ланок імунної системи (ІL-2, ІL-4, ІНФ), вмісту IgA і циркулюючих імунних комплексів у сироватці крові та встановлено, що в стадії клінічної ремісії визначається достовірне підвищення концентрацій індукторів гуморального і клітинного ланок імунної системи ІL-2 та ІL-4, IgA та інтегрального показника активації гуморальної ланки імунної системи циркулюючих імунних комплексів [117, 132, 142, 242]. Це вказує на важливу роль постійної антигенної стимуляції організму з вогнища хронічного запалення, що призводить до розвитку імунної недостатності і виникнення періодичних загострень патологічного процесу. Фахівцями виявлено нормативні значення ключового для розвитку специфічної імунної відповіді цитокіну ІНФ-у на тлі активації гуморальної ланки імунної системи, що свідчить про неефективність імунного захисту та необхідність проведення імуностимулюючої терапії у пацієнток з хронічними запальними захворюваннями придатків матки [113, 139, 140, 163, 237].
Дослідниками в останні роки вивчена роль АФС в патології репродукції. В більшості робіт розглядається варіант АФС, пов'язаний з виявленням антикоагулянтів, в той же час є дані, що циркулюючі антифосфоліпідні антитіла можуть бути фактором невиношування вагітності. Суперечливі відомості наводяться про участь у порушенні фертильності антиспермальних антитіл, що виявляються в сироватці крові. Недостатня увага при аналізі причин, що лежать в основі порушення репродуктивної функції, приділяється дослідженню генетичних відхилень, хоча відомо, що в переважній більшості випадків зміна хромосомного апарату клітини призводить до порушення функціонування багатьох систем органів, у тому числі й репродуктивної [109, 118, 170, 182]. Тому в області порушення фертильності відкриваються перспективи для продовження досліджень цієї важливої медичної,​​соціальної і наукової проблеми.
Таким чином, вищевикладене дозволяє вважати актуальним подальше поглиблене вивчення патогенетичних особливостей жінок хворих на хронічний сальпінгоофорит на основі визначення мікробіологічних та імунологічних особливостей, тим більше, що дані наукової літератури дозволяють говорити про недостатню ефективність існуючих методів діагностики.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ  ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

У дослідженні оцінювали клінічний стан, імунологічний статус й особливості мікрофлори піхви у 105 пацієнтів віком від 25 до 39 років, з них 70 жінок хворих на ХСО та 35 практично здорових жінок.

Дослідні групи осіб було розподілено таким чином: 1 група – 35 жінок хворих на ХСО, яким обстеження і лікування проведено згідно локальних протоколів ХРПЦ КЗОЗ «ОКЛ ЦЕМД та МК» відповідно до наказу МОЗ України від 15.07.2011 р. №417 «Про організацію амбулаторної акушерсько-гінекологічної допомоги в Україні»; 2 група – 35 жінок хворих на ХСО, у яких обстеження включало дослідження мікробіоценозу, імунного та цитокінового стану, а лікування  проведено з використанням імуномодуляторів, діючою речовиною яких є a-інтерферон, згідно виявлених імунологічних порушень, а саме в дозі  500000 МО  2 раза на добу через 12 годин, курс лікування 10 днів; 3 – контрольна група, 35 практично здорових жінок. 

Стан репродуктивної системи оцінювали за допомогою цілеспрямованого опитування та шляхом об´єктивного обстеження. Дані оглядів реєструвалися в картах комплексного огляду: медична картка подружньої пари та медична картка стаціонарного хворого. У процесі клінічного обстеження з´ясовувалися скарги пацієнток, анамнез захворювання.
Загальноклінічне обстеження жінок включало збір акушерсько-гінекологічного анамнезу, колірне допплерівське картирування, загальне обстеження, гінекологічний огляд, кольпоскопію. Результати вносилися до медичної карти подружньої пари, яка включала паспортні дані, соціальний статус, акушерський та гінекологічний анамнез, дані колірного допплерівського картирування, дані спеціального гінекологічного дослідження, результати УЗД органів малого тазу цифровою системою ультразвукової дігностики SA-800 Live «Medison» (Південна Корея) і лабораторного обстеження у багатопрофільній клініко-діагностичній лабораторії КЗОЗ «ОКЛ ЦЕМД та МК» та Центральній науково-дослідній лабораторії ХНМУ. Діагностика ХСО проводилася на підставі скарг на рясні або помірні слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів, періодичні болі внизу живота, порушення менструального циклу, даних гінекологічного огляду.
Стан мікробіоценозу піхви оцінювали за вмістом муцина, лізоцима, С3 компонента комплемента, IgA, СРБ. Наявність СРБ й IgA визначали реакцією преципітації з діагностичною сироваткою. 

Для оцінки вмісту мікроорганізмів в секретах статевих органів жінок досліджуваний матеріал забирали із уретри, цервікального каналу та заднього склепіння піхви і піддавали бактеріологічному дослідженню. Мікрофлору оцінювали за методом H. Haenel (1979) у модифікації С.К. Канарейкіної (1981), згідно з якою враховували: 1) частоту зустрічності мікроорганізмів у даному біотопі; 2) загальне обсіменіння; 3) кількість й видовий склад: а) лактобактерій; б) стрептококів; в) стафілококів; г) ентеробактерій; д) грибів роду Candida; 4) мікробні асоціації. Для мікробіологічного дослідження матеріал забирали згідно з вимогами взяття й доставки матеріалу для мікробіологічних лабораторій, запропонованих Національною медичною академією післядипломної освіти ім. П.Л. Шупика, м. Київ. 
Для вивчення мікробіоценозу піхви застосовували такі поживні середовища: 5% кров´яний агар для підрахунку загального мікробного обсіменіння, жовточно-сольовий агар - для стафілококів, цукровий бульйон й сироватковий агар- для стрептококів, рослинно - молочне середовище для лактобактерій, середовище Сабуро з поліміксином - для грибів роду Candida, середовище Вільсона - Блера для анаеробів, середовищеЕндо - для ентеробактерій. Посівиінкубувалив термостатіпри температурі +37(С 24 години, в середовищі Сабуро майже 5 діб. Кількісний підрахунок щільності популяцій різних екологічних груп проводився шляхом підрахунку КУО в одному грамі секрету піхви, зішкребку з цервікального каналу.
Вилучення ізолятів із вагінального секрету, зішкребку з цервікального каналу проводили за загальноприйнятими в мікробіології методами. Ферментативну ідентифікацію проводили за допомогою ідентифікаціних наборів МІКРО-ЛА-ТЕСТ((рис. 2.1), які призначені для проведення стандартної ідентифікації з використанням мікрометодів і дозволяють проводити ідентифікацію більшості клінічно важливих мікроорганізмів у короткий термін. Оптичну щільність вимірювали за допомогою мікропланшетного рідера «MultiskanEX», тип 355 (Фінляндія), що представляє собою фотометр зі змінними фільтрами й здатний проводити стандартні фотометричні вимірювання. Інтерпретацію, аналіз й оцінку результатів проводили за допомогою «ВАСТ – програми» АТ «Аналітика» м. Москва та «Ідентифікаційної таблиці» для візуального контролю. Культивування анаеробів проводили в мікроанаеростаті. Ідентифікація вилучених мікроорганізмів проводилася на основі морфологічних, культуральних, біохімічних й антигенних властивостейзгідно з класифікацією Д.Х. Берджі (2001).
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Рис. 2.1Ідентифікаційні набори МІКРО-ЛА-ТЕСТ(
Чутливість ізолятів до антимікробних засобів  з різним механізмом дії на мікробну клітину вивчали за допомогою мікротест-системи з напівкількісною реєстрацією результатів «ТНК-тест». Тест-система представляє собою полістиролові планшети одноразового використання, у лунках яких міститься 4 аналогічні набори ліофілізованих розчинів антибіотиків у поживному середовищі термінальних  концентрацій, що дозволяє диференціювати мікроорганізми за ступенем чутливості на три категорії й визначити чутливість 4-х досліджуваних штамів мікроорганізмів одночасно до 10 антимікробних препаратів (ампіциліну, цефепіму, цефоперазону, цефазоліну, цефатоксиму, цефтазидиму, цефтріаксону, гентаміцину, ципрофлоксацину, доксицикліну). Велика концентрація відповідала мінімальному значенню  для стійких штамів. Мала концентрація відповідала максимальному значенню мінімальної пригнічувальної концентрації для чутливих штамів. Для визначення чутливостіза допомогою мікротест-системи «ТНК-тест» використовували суспензію культур, яку розводили дистильованою водою до 10 ОД за стандартним зразком мутності (ОСО 42-28-59-87), а потімще у 10 000 разів. Здобутий інокулят, вносили по 0,05 мл влунки горизонтальних рядів А та В. Інокулят другого ізоляту аналогічним чином вносили влунки горизонтальних рядів С та Д й тощо. Планшети закривали таінкубували при температурі 370С протягом 18 год. Урахуванняй аналіз здобутих результатів проводили за допомогою автоматичного аналізатора «Multisran ЕХ», тип 355 (Фінляндія) й «ВАСТ - програми» [11, 142, 152].
Утворення біоплівок вивчали за допомогою визначення здатності штамів бактерій до адгезії на поверхні полістиролових планшетів для імуноферментного аналізу. Штами вирощувалися за загальноприйнятими у мікробіології методами на рекомендованих для кожної родини бактерій середовищах та умовах культивування. Здобуті культури змивалися суспензійними середовищами, які iндивiдуальні для кожної родини бактерій. Вимірювання оптичної щільності початкової бактеріальної суспензії проводилосяна “Densi-La-Meter” й доведення концентрації відповідно до ступенів за McFarland, яка для стрептококів складає 3McF. Для більш точного вимірювання оптичної щільності та її корекції бактеріальна суспензія, що відповідала певному рівню за McFarland, інокулювалася у комірки панелі дозатором по 200 мкл у 4-х повтореннях. У якості негативного контролю вносилося 200 мкл поживного бульйону й суспензійного середовища. Стандартні зависі готувалися з BaCl2x2H2Oй H2SO4 за методикою «Pliva-Lachema» та виробниками «Densi-La-Meter», що використовуються для контролю якості роботи приладу: 1-й ступінь за McFarland – 0,1 мл 1% розчину BaCl2x2H2O й 9,9 мл 1% розчину H2SO4; 2-й ступінь за McFarland – 0,2 мл 1% розчину BaCl2x2H2O й 9,9 мл 1% розчину H2SO4; 3-й ступінь за McFarland – 0,3 мл 1% розчину BaCl2x2H2O й 9,9 мл 1% розчину H2SO4. Кількість інокульованих планктонних клітин підраховувалася на фотометрі «MultiskanEX 355» (Фінляндія) при довжині хвилі 540 нм й виражалася в умовних одиницях оптичної щільності (рис. 2.2). 
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Рис. 2.2 Фотометр «MultiskanEX 355» (Фінляндія)

Здобута середня математична оптична щільність (з 4-х комірок) не повинна відрізнятися від необхідної концентрації мікроорганізмів більш ніж на 10%. При корекції оптичної щільності мікроорганізмів у початковій бактеріальній суспензії необхідно використовувати суспензійне середовище. Після одержання бактеріальної суспензії з необхідною концентрацією мікроорганізмів у комірки планшета інокулюється по 200 мкл даної суспензії з відповідним поживним середовищем у 4-х повтореннях з подальшою інкубацією згідно з умовами для кожної родини бактерій у вологому контейнері під закритою кришкою планшета. Через 24 (48 залежно від умов культивування мікроорганизмів) години інкубації проводили підрахунок кількості клітин на рідері. З комірок панелі вилучали планктонні клітини й забарвлювали плівки. Для цього у комірку вносили 200 мкл фосфатного буферу й 15 мкл 1% спиртового розчину кристалвіолету тавитримували 45 хвилин при кімнатній температурі. Після триразового промивання фосфатним буфером у комірки для екстракції фарби з плівки додавали 250 мкл 96% етилового спирту та витримували ще 45 хвилин при кімнатній температурі, а також вимірювали оптичну щільність цього розчину при довжині хвилі 540 нм. Інтенсивність забарвлення вмісту комірок відповідає ступеню плівкоутворення. Кількісним вираженням ступеня утворення біоплівки є значення оптичної щільності, що виміряне на спектрофотометрі при 540 нм.

Визначення субпопуляцій Т- та В- лімфоцитів у периферійній крові проводили шляхом постановки РІФ з використанням МКАТ: центрифугуванням у градієнті фікол-верографіну отримували суспензію лімфоцитів із крові мишей (розведену кров 1:2 із середовищем 199 нашаровували на один об’єм градієнту, центрифугували при 400 об/хв 25 хв., потім два рази відмивали клітини в середовищі 199). До 50 мкл клітинної суспензії додавали 50 мкл розведених МКАТ у фосфатному буфері з 0,1% азотом натрію та 0,5% сироваткового альбуміну. У контрольну пробірку замість МКАТ вносили 50 мкл фосфатного буфера. Зразки струшували, проводили інкубацію в холодильнику протягом 30 хв. при 40С. Клітини один раз відмивали в 1 мл середовища 199 при 300 об/хв 5 хв. Додавали 50 мкл люмінісцентної сироватки проти імуноглобулінів миші в експериментально підібраному розведенні (люмінісцентні сироватки розводили згідно з титромв ампулі). Перед дослідом люмінісцентні сироватки центрифугували при 12000-15000 об/хв протягом 20 хв. Струшування зразків проводили на вортексі й витримували в холодильнику при 40С 30 хв. Два рази відмивали всередовищі 199 (2 мл). Ресуспензували клітини у 0,1 мл середовища 199, осаджували на предметному склі 20 хв., відбирали середовище. Клітини висушували в холодному повітрі вентилятора, додавали краплю 50%-вого гліцерину у фізіологічному розчині. Оцінювали відсоток клітин, що світяться, у люмінісцентному мікроскопі МЛД-1 (Російська Федерація) (об’єктив х90) при перегляді 200-300 клітин. Ідентифікацію лімфоцитів проводили методом “фазового контрасту” [7, 71, 131].

Реактиви для визначення субпопуляцій Т-лімфоцитів, В-лімфоцитів, С3-конвертази комплементу периферичної крові: МКАТ, ФІТЦ помічені, використовували при постановці РІФ в імунологічних планшетах (обсяг лунки 0,2 мл) [81, 84].

Фагоцитарну активність нейтрофілів досліджували за здатністю поглинати частинки полістирольного латексу. Рівень лізоциму в біологічних рідинах визначали за допомогою нефелометричного методу за В.Г. Дорофейчук (1968).

Для визначення нейтрофільних пасток ставили реакцію з використанням клітинної суспензії нейтрофілів периферичної крові, виділених на градієнтних розчинах фікола-верографіна і активованих E. coli, S. aureus, потім суспензію наносили на скло, висушували і фіксували 96% етиловим спиртом з додатковою фіксацією клітин на склі за методом Р. Лілі (1969) в 10% забуференому формаліні: ядерна речовина забарвлювалася в червоно - помаранчовий колір. Визначення вмісту нейтрофільних пасток здійснювали таким чином: завись нейтрофілів отримували, використовуючи 10,0 мл гепаринізованої (10 ОД/мл) периферичної венозної крові, яку з метою осадження еритроцитів відстоювали у стерильній пробірці при температурі +370С протягом 30 хв. Нейтрофіли виділяли з лейкоцитарної суспензії на подвійному градієнті щільності стерильних розчинів фікола - верографіна. Щільність верхнього шару градієнта становила 1,075-1,077, а нижнього - 1,093-1,095. Обсяг кожного градієнта дорівнював 2 мл. Через 40 хв. центрифугування при 1500 об/хв між градієнтами з'являлося кільце гранулоцитів з чистотою 98-100%. Кільце нейтрофілів акуратно збирали, переносили в стерильні центрифужні пробірки, тричі відмивали від градієнта стерильним фізіологічним розчином хлориду натрію, центрифугували при 1500 об/хв протягом 10 хв. і доводили до концентрації 5х106 клітин/мл. Отриману суспензію клітин інкубували при температурі +370С протягом 30 хв. у присутності 0,1 мл суспензії добової культури контрольних штамів (S. aureus, E. coli). Для контролю використовували суспензію нейтрофілів, які інкубували в тих же умовах, але без активаторів. Для фарбування нейтрофільних пасток використовували 200 мкл робочого розчину акридинового помаранчевого (концентрація 2 мкг/мл). Облік проводили за допомогою люмінесцентного мікроскопа, збільшення 100х10х1,5, використовуючи фільтри, що забезпечують світло з довжиною хвилі не більше 490 нм і емісію з довжиною хвилі 520 нм. В результаті застосування даного способу нейтрофільні пастки були представлені у вигляді тонких яскравих ниток, які обіймають простір, що в 2-3 рази перевершує діаметр нейтрофіла, а бактерії-активатори мали яскраво-помаранчевий колір. Такий спосіб забарвлення дозволив провести кількісну оцінку вмісту пасток. Проводився підрахунок 100 структур різних груп і визначався процентний вміст кожної морфологічної одиниці. Запропонований спосіб забарвлення дозволив оцінити ефективність фагоцитозу нейтрофіла та нейтрофільної позаклітинної пастки. Для цього розраховували наступні показники: 1. Активність фагоцитозу - число нейтрофілів з сегментованим ядром, які містять бактеріальні клітини в цитоплазмі, на 100 підрахованих клітин. 2. Інтенсивність фагоцитозу - число бактерій в 100 підрахованих клітинах з сегментованим ядром в перерахунку на 1 клітину. 3. Число нейтрофільних пасток - кількість нейтрофільних пасток, які містять бактеріальні клітини на 100 підрахованих структур. 4. Індекс нейтрофільної пастки - число бактерій в 100 підрахованих пастках в перерахунку на 1 клітину.
Стан репродуктивної системи оцінювали за результатами аналізу анамнестичних даних, загального клінічного обстеження, тестів функціональної діагностики, УЗД. Гормональний гомеостаз вивчали в динаміці менструального циклу: у ФФ - 7-й день, ОФ - 14-й день і уЛФ - 21-й день. Гормональну забезпеченість менструального циклу визначали на підставі концентрації гонадотропних гормонів гіпофізу: ФСГ, ЛГ й Прл, яєчникових гормонів: Е2, Пг, Тс, а також гормону кори надниркових залоз - Кр. Протеїни гострої фази СРБ й ГГ для візначення можливого аутоімунного механізма запаленнята гормональний профіль були досліджені методом ІФА з використанням стандартних тест-систем задопомогою рідера "Multiscan ЕХ-355" (Фінляндія) з довжиною хвилі 450 мм [120, 124]. 
Для статистичного опрацювання отримані дані оброблялися після формування бази даних в MicrosoftExcel, Statistica 7.0. Для статистичної оцінки результатів використовували параметричні критерії (середнє значення - М, стандартне відхилення sd), непараметричні критерії (абсолютні (n, кількість),відносні (відсоток (p,%) і середня помилка відсотка (sP), критерій χ2) одиниці). Достовірність відмінностей між групами оцінювали за непараметричним U-критерієм Манна-Уїтні. Для перевірки гіпотези щодо рівності генеральних середніх двох незалежних незв’язаних вибірок використовували t-критерій Ст´юдента з попередньою перевіркою нормальності розподілу варіант. Результати вважалися достовірними при рівнях значимості p˂0,05 і p˂0,01.
При проведенні бактеріологічних та імунологічних досліджень усі використані матеріали, реактиви, інструментарій, обладнання, допоміжні засоби відповідали вимогам діючої нормативно-технічної документації. 

Приготування реактивів, фарб, індикаторів, поживних середовищ, що були використані при проведенні бактеріологічних та імунологічних досліджень, проводили згідно з ГОСТом 104444.1-84 (СТ СЕВ 3 883-82) “Приготовление растворов, реактивов, красок, индикаторов и питательных сред, применяемых в микробиологическом анализе”.

Використані засоби вимірювання відповідали вимогам ДСТУ2708:2006 “Повірка засобів вимірювальної техніки. Організація та порядок проведення”.

Виділення, ідентифікація та визначення чутливості ізолятів до антибактеріальних препаратів проводили в мікробіологічній лабораторії кафедри мікробіології, вірусології та імунології ХНМУ, за адресою: м. Харків, пр. Науки, 4; свідоцтво про атестацію № 043/14 від 28.10.2014р., чинне до 27.10.2019р. Лабораторні імунологічні дослідження були проведені на базі Центральної науково-дослідної лабораторії ХНМУ за адресою: м. Харків, пр. Науки, 4; свідоцтво про атестацію № 042/14 від 28.10.2014р., чинне до27.10.2019р. Дозвіл на роботу зі збудниками ІІІ-ІV груп патогенності № 6-08 від 10.02.2011р. Термін чинності атестатів й дозволу – 5 років.
РОЗДІЛ 3

ЗАГАЛЬНА КЛІНІКО-ЛАБОРАТОРНА ХАРАКТЕРИСТИКА СТАНУ ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ

При аналізі клініко-анамнестичних даних жінок хворих на ХСО встановлено, що в1 групі жінки пред'являли скарги на болі в ділянці малого тазу (71,4%), болі в поперековій ділянці (54,2%), слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів (60,0%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів (31,4%), порушення менструального циклу (40,0%). При об'єктивному огляді жінок 1 групи виявлено збільшення придатків матки у 31,4% жінок. При УЗД виявлено злуковий процес у малому тазі у 20,0 % жінок 1 групи. У 2 групі жінки пред'являли скарги на болі в ділянці малого тазу (94,2%), болі в поперековій ділянці (62,8%), слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів (80,0%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів (34,2%), порушення менструального циклу (65,7%). При об'єктивному огляді жінок 2 групи виявлено збільшення придатків матки у 34,2% жінок.% жінок. При УЗД жінок 2 групи виявлявся злуковий процес у малому тазі у 22,8 % жінок. Безпліддям страждали всі обстежені жінки. У 8 (11,4%) жінок ці скарги виникали до  3 епізодів за весь період захворювання, у 62 (88,6%) пацієнток скарги виникали більше 3 епізодів на протязі життя. 

При виконанні колірного допплерівського картирування у таких пацієнток спостерігалося підвищення судинного опору кровообігу яєчників за рахунок збільшення ІР та ІП в яєчниковій артерії. У 10 (28,5%) жінок 1 групи ІР склав 0,9(0,22, р(0,05, ІП – 2,4(0,19, р(0,05. При дослідженні 18 (51,4%) жінок 2 групи ІР склав 1,1(0,39, р(0,05, ІП – 2,8(0,42, р(0,05. У 3 (8,7%) жінок з епізодами захворювання до 3 разів ІР склав 0,87(0,2, р(0,05, ІП – 2,3(0,19, р(0,05, а у 11 (31,4%) жінок з епізодами захворювання більше 3 на протязі життя ІР склав 1,0(0,13, р(0,05, ІП – 2,6(0,34, р(0,05. Таким чином чим більш давнім був запальний процес, тим показники судинного опору були більш підвищеними. При об'єктивному огляді виявлено збільшення придатків матки у 57,1 % випадків. 
Дослідження гормонального профілю дозволило встановити двохфазний цикл у 4 жінок з ХСО 1 групи (11,4 %) й у 8 жінок 2 групи (22,8%), що є значно рідшим порівняно з контрольною групою – у 28 жінок (80%). При визначенні гормонального гомеостазу в усіх групах пацієнток виявлено, що продукція гонадотропних гормонів гіпофізу, які регулюють стероідогенез яєчників була дещо знижена. Так, у всіх фазах менструального циклу виявлені значення ФСГ й ЛГ на нижній межі контрольних. Вони практично не змінились після отриманого лікування (рис. 3.1), однак спостерігалися й піки секреції цих гормонів в фазу овуляції (ФСГ – 10,4±1,2 МОд/л й 6,3±0,5 МОд/л та ЛГ – 11,2±1,1 МОд/л й 9,8±0,6 МОд/л відповідно, р<0,05). 
Середні значення концентрації Прл у групах дослідження перевищували контрольні значення й складали: у пацієнток 1 групи – 605,23±6,8 мМОд/л та 2 групи – 612,5±7,4 мМОд/л відповідно, р<0,05. Отже, виявлена незначна дисфункція центральної регуляторної ланки репродуктивної системи, яка може бути одним з факторів порушення процесів фолікулогенезу, що є однією з причин зниження репродуктивного потенціалу у пацієнток хворих на ХСО.[image: image1.png]Pl SRV S o)
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Рис. 3.1 Вміст ФСГ й ЛГ (МОд/л) у сироватці крові у різні фази менструального циклу в дослідних групах порівняно з контрольною групою
При аналізі даних про вміст гормонів яєчників було визначено, що середні концентрації як Е2, так й Пг у пацієнток 1 групи знаходились в межах контрольних показників, а у пацієнток 2 групи знижені у всіх фазах менструального циклу (рис. 3.2). 

Так, стан гіпоестрагенії спостерігався у 94,3 % пацієнток 2 групи. Гіпопрогестеронемія спостерігалася у пацієнток 2 групи  тільки у лютеїновій фазі циклу й складала 6,8±1,3 проти 7,5 нмоль/л нижньої межі нормального значення, тобто є тенденція до зниження яєчникового стероїдогенезу.
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Рис. 3.2 Вміст Е2 й Пг (нмоль/л) у сироватці крові, у різні фази менструального циклу в дослідних групах порівняно з контрольною групою (р<0,05)
Секреція вільного Тс знаходилася у межах нормальних значень, хоча у пацієнток 2 групи цей показник був значно вищий, ніж у пацієнток 1 групи та контрольної групи (4,42±0,6; 2,28±0,4 й 1,34±0,2 нмоль/л відповідно, р<0,05).

В процесі роботи було досліджено й рівень Кр в системному кровообігу: у всіх пацієнток цей показник знаходився у межах фізіологічної норми. Дані про вміст гормонів у сироватці крові представлені на рис. 3.3, з якого видно, що рівень ТТГ знижений у пацієнток дослідних груп (0,09±0,001 й 0,01±0,001 мкМОд/мл, р<0,05) порівняно з контролем (0,23±0,05 мкМОд/мл, р<0,05). Необхідно відмітити той факт, що підвищений рівень Прл супроводжувався зниженим рівнем ТТГ у пацієнток дослідних груп, особливо 2 групи, порівняно з контрольною групою, що свідчить про компенсовану функцію стрес-реалізуючої системи у пацієнток хворих на ХСО.
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Рис. 3.3 Вміст гормонів у сироватці крові Прл (мМОд/л), ТТГ(мкМОд/мл), Тс (нмоль/л) і Кр (нмоль/л)) в дослідних групах порівняно з контрольною групою, р<0,05

Розглядаючи вплив незначної гіперсекреції Прл на функцію яєчників, не можна не вказати на м’яке пригнічення в умовах гіперпролактинемії дії гонадотропінів на яєчники, що підтверджується зниженою продукцією естрогенів в досліджуваних групах пацієнток.
           Крім того, на яєчниковому рівні м’яка гіперпролактинемія знижує відповідь на стимуляцію ЛГ, що призводить до зниження концентрації Пг. За результатами досліджень, тенденція до зниження рівня естрогенів й прогестерону у пацієнток хворих на ХСО на фоні гіперпролактинемії більш виражений, ніж при нормальному рівні пролактину.
Таким чином, на підставі отриманих даних можна зробити висновки про те, що у жінок хворих на ХСО в анамнезі та у міру збільшення епізодів загострення захворювання збільшується можливість хронізації процесу та розвитку такого ускладнення, як безпліддя, що підтверждується при колірному допплерівському картируванні за даними історії карт хвороби, але це не було завданням дослідження та в подальшому не мало остаточного підтвердження та пояснення.
РОЗДІЛ 4
ОСОБЛИВОСТІ СТАНУ ІМУННОЇ СИСТЕМИ ТА ЦИТОКІНОВОГО ПРОФІЛЮ У ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ
При вивченні факторів неспецифічного захисту при ХСО встановлено, що у пацієнток 1 й 2 груп була знижена кількість sIgA й пригнічена продукція лізоциму. При цьому глибина відмічених порушень залежала від вираженості запального процесу. Так, якщо у хворих на ХСО з епізодами загострення захворювання до 3 разів за життя спостерігалася лише тенденція до зниження вмісту лізоциму у вагінальному секреті, то найнижчі достовірні рівні лізоциму й sIgA було виявлено у хворих на ХСО з більше 3 епізодами захворювання. Слід зазначити, що у контрольній групі пацієнтів вміст sIgA з віком достовірно зростав, у той час як в групах з ХСО цього не відбувалося (табл. 4.1).
У захисті слизових оболонок статевих шляхів бере активну участь комплемент. У цервікальному слизу, що володіє комплементарною активністю, виявляється в основному компонент СЗ.
Розмаїття протеолітичних ферментів нейтрофілів забезпечує їх дію на різні білкові субстрати. До них відносяться компоненти сполучної тканини (колаген, еластин, пептидні елементи протеогліканів, фібрин, імуноглобуліни та ін.) [131]. При цьому відомо, що на ранніх стадіях ушкодження провідну роль у деполімеризації нативних білків відіграють серинові протеази - катепсин і еластаза; обидва ферменти характеризуються широкою субстратною специфічністю. Інший продукт лейкоцитів, так званий лейкоцитарний катіонний білок, може зв`язувати СРБ і таким чином активувати комплемент.

Перераховані вище процеси контролюються білками - інгібіторами гострої фази. СРБ приймає участь у регуляції функції імунокомпетентних клітин - моноцитів, Т-клітин, натуральних кілерів, клітин супресорів і нуль-клітин за рахунок зв`язування з Fc-рецептором на поверхні вказаних клітин. Білки гострої фази є, насамперед, інгібіторами й дезактиваторами тих ферментів, що звільняються при деструкції клітин і призводять до вторинного ушкодження тканин [71, 81].
Таблиця 4.1

Показники неспецифічного захиступри ХСО
	Групи пацієнтів
	Показник місцевогоімунітету

	
	Лізоцим (мкг/мл)
	СРБ (ум.од.)
	sIgA (г/л)
	С3 (мг/мл)

	1 група
	до лікування
	цервікальний секрет
	386,2±5,1*
	2,16±0,31
	0,19±0,01#
	698±39,5*

	
	
	вагінальний секрет
	371,4±5,3*
	2,34±0,3**
	0,17±0,01*
	654±38,4*

	
	після лікування
	цервікальний секрет
	1328,4±54,2
	1,12±0,27
	0,28±0,04
	1052±47,2

	
	
	вагінальний секрет
	818,2±38,7*
	1,09±0,32
	0,27±0,02
	908±51,3

	2 група
	до лікування
	цервікальний секрет
	346,5±23,4*
	1,97±0,51
	0,16±0,01*
	486±21,1*

	
	
	вагінальний секрет
	338,1±26,2*
	2,02±0,16#
	0,14±0,01*
	423±19,3*

	
	після лікування
	цервікальний секрет
	1334,4±52,2
	1,56±0,26*
	0,21±0,06#
	1143±42,2

	
	
	вагінальний секрет
	928,2±41,6#
	1,01±0,28
	0,22±0,03*
	922±46,7

	Контрольна група
	цервікальний секрет
	1294,8±54,9
	1,66±0,38
	0,22±0,01
	1200±63,5

	
	вагінальний секрет
	938,1±49,6
	1,23±0,34
	0,25±0,02
	950±52,4


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою.
Аналіз отриманих даних біологічних властивостей цервікального та вагінального секрету показав зниження лізоцимної активності у пацієнток 1 групи до лікування (386,2±5,1 й 371,4±5,3мкг/мл, р<0,001), після лікування  (1328,4±54,2 й 818,2±38,7мкг/мл, р<0,001) відповідно. У 2 групі пацієнток до проведеного лікування (346,5±23,4 й 338,1±26,2мкг/мл, р<0,001), після лікування (1334,4±52,2 й 928,2±41,6мкг/мл, р<0,05) відповідно порівняно з групою жінок без ХСО (1294,8±54,9 й 938,1±49,6мкг/мл). Позитивна реакція на СРБ була виявлена у всіх групах пацієнток, але найбільшим високими дані були у пацієнток 1 групидо отримання лікування (2,16±0,31 й 2,34±0,3ум.од. відповідно).

Гострофазова відповідь є сукупністю локальних і системних реакцій організму на тканинне пошкодження, що викликане різноманітними причинами. Місцеві реакції, які протікають безпосередньо після тканинного ушкодження, включають вазодилятацію, підвищення проникливості стінок судин, агрегацію тромбоцитів і утворення кров`яного згустку, накопичення нейтрофілів і макрофагів в осередку ушкодження, звільнення протеаз та інших лізосомальних ферментів, стимуляцію фібробластів й утворення медіаторів, що попадають у кровоток і впливають на системні реакції органів. Особливостями перебігу хронічного запального процесу за участю СРБ при ХСО присвячені поодинокі дослідження. Проте вони дозволяють виявити суттєві закономірності. Ініціатором запальної відповіді є CPБ, який запускає комплементний каскад, далі проходить елімінація уламків клітин, а потім під контролем інгібіторів протеаз – сполучної тканини. 

Визначення особливостей хронізації запального процесу підкреслює, в першу чергу, той факт, що концентрація задіяних клітин швидко зростає у циркуляції при відповідному стимулі, ще до залучення імунних механізмів. У цьому плані важлива оцінка можливих маркерів деструкції, яка дозволить при визначенні характеру перебігу гострофазової відповіді вирішити питання про його адекватність.
Серед факторів неспецифічного захисту піхви велике значення має вміст муцину. В результаті дослідження встановлено, що підвищення вмісту муцина у цервікальному й вагінальному секреті склало: у жінок 1 групи до лікування  - 31,12±0,54 й 30,22±0,42 ум.од., р<0,001та незначна зміна показників після проведеного лікування (30,62±0,58 й 29,92±0,65 ум.од., р<0,001), у жінок 2 групи до лікування – 26,21±0,44 й 21,39±0,36 ум.од.,р<0,05,  після проведеної комбінованої терапії вміст муцину в цервікальному й вагінальному секретах знизився та склав 16,22±0,63 й 14,51±0,81 ум.од., р<0,05 відповідно порівняно з 3 контрольною групою жінок (15,48±0,26 й 13,42±0,53 ум.од.) (рис. 4.1).
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Примітка: р<0,001для 1 грури тар<0,05для 2 групи порівняно з контрольною групою.
Рис. 4.1 Вміст муцину у цервікальному й вагінальному секреті, ум.од.
Це свідчить з одного боку про наявність двох основних функцій муцина: механічної та імунологічної. Механічна функція реалізується завдяки перешкодженню потрапляння бактерій  та інших антигенів. Імунологічна функція проявляється як селективний бар’єр, тому що  через нього не проходять молекули розміром більше 1 кДа, а поступають IgA, альбумін та інші білки значно більшого розміру. Можливо, що такий механізм   використовують деякі антигени. Завдяки чому при порушені вмісту муцину у цервікальному та вагінальному секреті  проникнення антигенів стає більш легшим, що сприяє накопиченню патогенів в організмі.

Одержані дані свідчать про наявність прямого взаємозв´язку між показниками гінекологічного статусу й основними біологічними компонентами цервікального та вагінального секретів. У пацієнток хворих на ХСО гінекологічний статус супроводжувався зменшенням активності лізоциму, підвищенням секреції муцину й вмісту СРБ. 
Одним із важливих аспектів функціонування клітин, які забезпечують захисні властивості організму, є фагоцитоз. Перебіг фагоцитозу проявляється у часі, однак, на сучасному етапі, досліджується не сам процес, а його результат – доля клітин, що фагоцитують, кількість часток, що поглинають клітини, ступінь завершеності фагоцитозу, його інтенсивність. Кінетику фагоцитозу досліджували, виходячи з визначення цих інтегральних показників. Вивчення кінетики послідовних стадій фагоцитозу дозволяє визначити якість протікання цього процесу.
Фагоцитарна активність нейтрофілів звичайно підвищується на початку розвитку запального процесу. Її зниження веде до підтримання аутоімунного процесу, тому що при цьому порушується функція руйнування і виведення імунних комплексів з організму. Фагоцитарна кількість нейтрофілів цервікального та вагінального секрету (табл. 4.2) 1 групи (2,2±0,32 й 2,9±0,34 од.) та їх поглинальна здатність - 48,1±2,3% й 50,1±2,1%, р<0,001 до лікування нижче за даними після отриманого лікування. У 2 групі фагоцитарна кількість нейтрофілів цервікального та вагінального секрету склала (2,3±0,31 й 2,5±0,28 од. р<0,05, р<0,01 відповідно),  їх ФІ – 42,6±2,5% й 46,5±2,1%, р<0,001 до лікування відповідно, були нижче контрольних значень (6,9±0,5% й 7,7±0,4% відповідно). Після проведеного лікування у 2 групі виявлено значне покращення показників, а саме ФЧ став дорівнювати 6,1±0,3 й 6,4±0,2 од., р<0,05,  р<0,001 відповідно, а ФІ склав 76,6±1,3%, р<0,001  й 78,2±3,3%, р<0,05   відповідно.
Таблиця 4.2
Стан фагоцитозу на фоні ХСО

	Групи пацієнтів
	Показник

	
	Фагоцитарний індекс, %
	Фагоцитарне число, од.

	
	до лікування
	після лікування
	до лікування
	після лікування

	1 група
	цервікальний секрет
	48,1±2,3*
	73,7±1,2*
	2,2±0,32
	5,8±0,26

	
	вагінальний секрет
	50,1±2,1*
	74,1±3,7
	2,9±0,34
	4,6±0,57

	2 група
	цервікальний секрет
	42,6±2,5*
	76,6±1,3*
	2,3±0,31#
	6,1±0,3#

	
	вагінальний секрет
	46,5±2,1*
	78,2±3,3#
	2,5±0,28**
	6,4±0,5*

	Контрольна група
	цервікальний секрет
	78,8±3,9
	6,9±0,5

	
	вагінальний секрет
	79,4±3,1
	7,7±0,4


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою.

При визначенні нейтрофільної  колонізаційної резистентності слизових оболонок нижніх відділів репродуктивної системи у хворих на ХСО було вивчено загальний вміст й функціональну активність нейтрофілів порівняно з контрольною групою.

В результаті проведених досліджень встановлено, що у цервікальному і вагінальному секретах зустрічалися еозинофіли, макрофаги, базофіли і лімфоцити, але домінуючими клітинами були нейтрофіли. При вивченні функціональної активності нейтрофілів встановлено, що нейтрофіли секретів нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу, причому у нейтрофілів цервікального секрету ця функція проявляється сильніше, ніж у гранулоцитів піхви (рис. 4.2).
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Рис. 4.2 Нейтрофіли секретів нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу. Фарбування за Романовським— Гімзе. Мікроскоп «AMPLIVAL» (CarlZeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив)
В останні роки доведено, що навіть, після загибелі нейтрофіли можуть виконувати антимікробну функцію за рахунок утворення позаклітинних нейтрофільних пасток (NETs). У відповідь на мікробні і не мікробні агенти нейтрофіли активно формують у позаклітинному просторі сіткоподібні структури, що складаються з нуклеїнових кислот і ферментів. Порівнюючи фагоцитарну активність не змінених нейтрофілів та ефективність уловлювання бактерій в нейтрофільних пастках, визначили, що сітки нейтрофілів, які розташовані позаклітинно, здатні затримати більше, ніж сам нейтрофіл, антигенів.

У результаті проведеного дослідження встановлено, що у жінок 1 групи (рис. 4.3) значення інтенсивності фагоцитозу після застосування терапії (рис. 4.4) становило у цервікальному секреті: для латексу – 2,3±0,18 од., р<0,05, для E. coli –2,4±0,16 од., р<0,05  і для S. aureus – 3,0±0,18 од., р<0,05 , що в середньому в 1,4 рази нижче вмісту антигенів в NETs відповідно для латексу – 4,1±0,38 од., р<0,05, для клітин E. coli – 4,3±0,16 од., р<0,05  і для клітин S. aureus – 4,5±0,19 од., р<0,05.Аналогічні результати виявлені при дослідженні фагоцитарного числа та кількості антигенів в NETs у вагінальному секреті: для латексу – 2,7±0,14 од., р<0,05 , для E. coli – 2,5±0,16 од., р<0,05  і для S. aureus – 2,9±0,18 од., р<0,05, що в середньому в 1,2 рази нижче вміст антигенів в NETs відповідно для латексу –6,2±0,27 од., р<0,05, для клітин E. coli – 6,5±0,25 од., р<0,05 і для клітин S. aureus –7,1±0,29 од., р<0,05.
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Рис. 4.3 Кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках цервікального та вагінального секретах у жінок 1 групи до проведеної терапії, од., р<0,05
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Рис. 4.4 Кількість фагоцитованих частинок латексу, E.coli, S.aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках цервікального та вагінального секретах у жінок 1 групи після проведеної терапії, од., р<0,05
Проведення досліджень щодо вмісту антигенів в нейтрофілах цервікального та вагінального секретах жінок 2 групи після лікування дозволило встановити, що кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках перевищувала аналогічні показники у жінок 1 групи  в середньому у 2 рази (рис.4.5 – 4.6).
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Рис. 4.5 Кількість фагоцитованих частинок латексу, E.coli, S.aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільнихпасткахцервікального та вагінального секретах у жінок 2 групи до проведеної терапії, од., р<0,05
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Рис. 4.6 Кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках цервікального та вагінального секретах у жінок 2 групи після проведеної терапії, од., р<0,05
При люмінісцентному дослідженні препаратів, зафарбованих акридиновим помаранчевим встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються (рис. 4.7). Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина, вловлювати і частинки латексу, і будь - який антиген.
[image: image27.jpg]



Рис. 4.7 Нейтрофільні позаклітинні пастки в цервікальному каналі, що утримують антигени (частинки латексу, бактерії). Фарбування акридиновим помаранчевим. Мікроскоп люмінесцентний “ЛЮМАМ” (х125)
Таким чином, бактеріальні й грибкові агенти стимулюють утворення екстрацелюлярних пасток, при цьому нейтрофіл втрачає життєздатність, але продовжує виконувати захисну функцію. Екстрацелюлярні пастки утворюються після реалізації біологічної програми нейтрофілів, тобто після їх загибелі шляхом некрозу або апоптозу тапродовжують затримувати мікроорганізми. 
Дослідження показали, що утворення нейтрофільних пасток є контрольованим процесом, а не випадковим виділенням гранул і ядерного вмісту клітини, як під час некрозу або апоптозу. Встановлено, що пастки можуть формуватися як альтернатива фагоцитозу [131, 203, 212]. У порівнянні з апоптозом і некрозом найбільш важливими морфологічними відмінностями при некрозі є розпад ядерної оболонки і змішування ядерного і цитоплазматичного матеріалу, втрата внутрішньої мембрани і зникнення цитоплазматичних органел. Апоптоз нейтрофіла є чітко регульованою відповіддю, яка прагне запобігти потраплянню вміста клітини у міжклітинний простір. Некроз, навпаки, спрямований на контрольоване вивільнення внутрішньоклітинних компонентів гранулоцита. Даний процес також підлягає суворої регуляції. На відміну від апоптозу,при утворенні пасток фрагментації ДНК не відбувається, однак спостерігається руйнування ядерної мембрани. У свою чергу, основною відмінністю некрозу від процесу формування нейтрофільних пасток також є морфологічні зміни ядра, що передують утворенню пасток. Під час некрозу оболонка ядра залишається зазвичай незмінною, в той час як в процесі утворення пасток ядерні мембрани розпадаються на безліч бульбашок. У результаті компоненти ядра і гранул змішуються [193, 224]. Ще однією відмінністю при утворенні позаклітинних пасток є необхідність специфічної активації нейтрофіла за участю NADPH-оксидази. Крім того, виникають часті ситуації, коли поглинається об'єкт занадто великий для фагоцитозу, наприклад, при паразитарних інфекціях. В таких випадках нейтрофіли знищують або, принаймні, обмежують поширення антигена шляхом утворення нейтрофільних пасток. Доведено, що здатністю до утворення позаклітинних мереж володіє переважна більшість нейтрофілів. Це свідчить на користь того, що у нейтрофілів, у тому числі в природних умовах, існують механізми регулювання програми запуску, яка завершується формуванням позаклітинних нейтрофільних пасток [154, 235, 241]. Крім того, це є останнім кроком в програмі активної контрольованої клітинної загибелі нейтрофілів. Таким чином, формування нейтрофілами позаклітинних пасток є важливим механізмом імунної відповіді, при якому гранулоцит захищає організм від основних інфекційних патогенів.
Тому залишається актуальним вивчення функціонального статусу нейтрофілів цервікального й вагінального секрету й розробка методів експрес – діагностики та терапії при активації фізіологічної загибелі нейтрофілів.
В результаті вивчення загального стану імунітету організму при ХСО було встановлено, що в 1 та 2 групах дослідження характерне достовірне зниження кількості лейкоцитів й лімфоцитів у периферичній крові. Слід відмітити, що лімфопенія у хворих на ХСО до 3 епізодів загострення захворювання, була не тільки абсолютною, але й відносною. Субпопуляційний аналіз лімфоцитів показав, що лімфопенія супроводжувалась вираженим зниженням вмісту окремих субпопуляцій цих клітин. Так, у всіх хворих на ХСО була достовірно знижена кількість всіх вивчених субпопуляцій Т-лімфоцитів з маркерами диференціації CD3+, CD4+, CD8+. Співвідношення CD4+/CD8+ також було достовірно нижче, ніж у контролі (табл. 4.3). 

Отже, проведені імунологічні дослідження дозволили встановити, порівняно з контрольною групою, наступні показники: у пацієнток 1 та 2 групи змінюються параметри клітинного імунітету: статистично значущі зміни відмічалися за кількістю CD3+: 45,3±3,2 й 51,2±3,15% відповідно (р<0,05). Відмічалося достовірне зниження CD4+ – 22,6±3,2 й 25,4±3,26% і CD8+ – лімфоцитів: 15,8±3,28 й 16,49±3,12% відповідно (р<0,05). 
Таблиця 4.3

Стан клітинного імунітету при ХСО
	Показник
	Контрольна група
	1 група
	2 група

	Лейкоцити, х109/л
	8,9±0,53
	5,7±0,51*
	6,4±0,52**

	Лімфоцити, х109/л
	3,44±0,13
	1,27±0,12*
	1,86±0,12*

	CD3+, %
	71,55±3,72
	45,3±3,21*
	51,2±3,15*

	CD4+, %
	54,78±3,23
	22,6±3,23*
	25,4±3,26*

	CD8+, %
	28,83±4,37
	15,8±3,28#
	16,49±3,12#

	CD4+/CD8+, %
	1,90±0,11
	1,43±0,13**
	1,54±0,12#

	CD19+, %
	12,11±3,83
	11,12±3,26
	11,86±3,15

	CD22+, %
	13,5±1,81
	12,4±1,57
	12,9±1,51

	CD57+, %
	14,5±1,75
	12,63±1,54
	13,69±1,35


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою.

Поряд з пригніченням Т-системи відмічалось зниження й кількості В-лімфоцитів CD19+, CD22+, що є ключовими рецепторами, які модулюють проходження сигналу під час антигенної стимуляції. Аналізуючи субпопуляційний склад лімфоцитів, можна відмітити стан кілерної ланки: зниження кількості натуральних кілерів CD57+. 

Провідна роль у патогенезі ХСО належить медіаторам запалення, які утворюються в організмі у відповідь на фактори агресії, що виробляють мікроорганізми. При визначенні цитокінового статусу встановлено, що у хворих на ХСО 1 групи зафіксовано достовірне підвищення концентрацій IL-1β, IL-6 і TNF-( (р(0,001) порівняно з контрольною групою, а рівень протизапального інтерлейкіну IL-4 був достовірно знижений (р(0,05). Середні рівні прозапальних цитокінів пацієнток хворих на ХСО 1 групи достовірно перевищували нормальні показники, а протизапальні були значно знижені порівняно з 3 контрольною групою, тобто спостерігався дисбаланс цитокінового статусу. Активність IL-6, TNF- і IL-1β у сироватці крові значно відрізнялася від аналогічних показників контрольної групи. Найбільш високий рівень IL-6 був виявлений у пацієнток 1 групи, різниця його вмісту, порівняно з контрольною групою, була достовірною, як і у пацієнток 2 групи (табл. 4.4). 
Таблиця 4.4.
Показники цитокінового статусу у пацієнток хворих наХСО
	Показник

пг/мл
	Контрольна група
	Групи хворих на ХСО

	
	
	1 группа
	2 группа

	TNF-α
	42,57±2,5
	91,5(5,6*
	90,5(6,6*

	IL-1β
	27,67±1,3
	48,2(2,9*
	58,2(1,9*

	IL-6
	39,96±2,1
	99,7(1,9*
	99,9(1,7*

	IL-4
	43,11±3,4
	36,16(4,2#
	36,10(4,8#

	TGF - β (нг/мл)
	18,2 ±0,9
	3,22 ±0,6*
	3,2 ±0,62*


Примітка: *р<0,001; # р<0,05 порівняно з контрольною групою.
На сьогодні TNF-є ключовим медіатором формування та прогресування запальних уражень тканин, а підвищення його системної продукції є однією з важливих детермінант дестабілізації клітин. Підвищення рівня TNF-, більш за все, пов´язано з посиленням експресії цього цитокіну патогенами. 

Одним з цитокінів, що обумовлюють розвиток аутоімунних процесів у організмі є TGF-β, який продукується активованими Т-лімфоцитами, тромбоцитами в неактивній формі. Активація проходить у формі відщеплення фрагментів за допомогою протеаз (плазміна, катепсина та ін.). При дії TGF-β на імунну систему переважають інгібуючі ефекти. Фактор пригнічує гемопоез, синтез запальних цитокінів, відповідь лімфоцитів на IL-4, формування цитотоксичних NK- і Т-клітин. Він посилює синтез білків міжклітинного матриксу [171, 230]. 

У відношенні поліморфнооядерних лейкоцитів TGF-β виступає як антагоніст запальних цитокінів. Виключення гену TGF-β призводить до розвитку фатальної генералізованої запальної патології, в основі якої є аутоімунний процес. Таким чином, TGF-β є елементом зворотньої регуляції імунної відповіді (рис. 4.8).
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Рис. 4.8 Рівень TGF-β у пацієнток хворих на ХСО, порівняно з контрольною групою, нг/мл (р<0,05)

Безумовно, у пацієнток хворих на ХСО підвищення кількості цитокінів викликає й підвищену секрецію запальних медіаторів, що обумовлена запальним процесом. Виникнення запалення в прогресуванні патологічних уражень та їх дестабілізацію, мабуть, і є домінуючим фактором у посиленні системної продукції цитокінів при ХСО. Цитокіновий профіль у пацієнток 1 групи суттєво не відрізнявся від виявлених порушень у пацієнток 2 групи, та не залежив від давності запального процесу.

Системна цитокінемія, що обумовлена патогенними механізмами виникнення ХСО, викликає посилення експресії цитокінів клітинами-продуцентами. Аналіз цитокінового профілю, зокрема співвідношення протизапальних і запальних цитокінів, значною мірою відображає гострофазовий характер запального процесу при ХСО.

При активації системи комплемента ключовим компонентом є С3-компонент, продукт розщеплення якого С3b активує термінальні компоненти мембранатакуючого комплексу, рівні С3 й С5 компонентів комплементапри обстеженні знижені у пацієнток 1 групи в 4,5 і 3,5 рази відповідно (10,2±1,7%; 22,4(0,8%) та у пацієнток 2 групи в 3,4 й 2,8 рази відповідно (13,4±1,2%; 28,7±0,9%), що пов´язано з наявністю таких факторів агресії патогенів, як: протеїнкіназа, яка руйнує С5 фракції комплемента, тейхоєва кислота, що здатна зв´язувати С3 – конвертазу комплемента, Fc-реактивний фактор, що перешкоджає активації системи комплемента в цілому. Завдяки отриманій імунокорегуючій терапії у 2 групі жінок рівень компонентів комплементу значно збільшився та став приблизним до рівня контролю (40,1±1,2%; 68,9(0,6% відповідно) (рис. 4.9).
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Рис. 4.9 Стан ключових компонентів комплемента у жінок 1 та 2 групи порівняно з контрольною групою (р<0,05)
При вивченні маркерів запалення: СРБ й ГГ, які відносяться до білків гострої фази запалення, було встановлено, що їх рівні дещо підвищені: СРБ - у пацієнток 1 групи в 2,4 рази (5,1±0,6 мг/л), а 2 групи – в 2,5 рази (5,4±0,8 мг/л), ГГ -  у пацієнток 1 групи в 2 рази (3,8±0,5 г/л), а 2 групи – в 2,9 рази (5,6±0,7 г/л) порівняно з такими у жінок контрольної групи (2,1±0,09 мг/л та 1,9±0,03 г/л відповідно)  та помірне зниження показників СРБ та ГГ після лікування у пацієнток 1 групи (4,8±0,4 мг/л й 3,0±0,6 г/л), значне зниження у пацієнток 2 групи (3,0±0,3 мг/л й 2,1±0,4 г/л) (рис. 4.10).
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Рис. 4.10 Вміст СРБ (мг/л) й ГГ (г/л) у пацієнток хворих ХСО порівняно з контрольною групою жінок, р<0,05
Оскільки провідною ланкою імунного захисту є фагоцитарна ланка і їй належить значна роль у забезпеченні реакцій при запальних процесах, необхідна корекція саме цієї ланки імунітету (табл. 4.5).
Недостатня активність фагоцитозу виявилася характерною для всіх обстежених та більш ніж у половини з них поєднувалась зі зниженням інтенсивності фагоцитозу (рис. 4.11). 
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Рис. 4.11 Зниження фагоцитарної активності імунокомпетентних клітин при ХСО. Фарбування генціанвіолетом. Мікроскоп «AMPLIVAL» (CarlZeiss. Jena)x1350 (x15-окуляр та x90-об’єктив)
Таблиця 4.5.

Імунологічні показники у пацієнтів різних груп

	Показник
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	
	до лікування
	після лікування
	до лікування
	після лікування
	

	ФІ %
	45,36+1,33*
	58,45+1,24
	46,68+1,18
	65,4+1,12**
	66,14+1,01

	ФЧ, од.
	1,21+0,23*
	5,02+0,22*
	4,44+0,26
	6,6+0,13#
	6,84+0,11

	ЦІК, од
	17,2+0,68*
	12,48+0,95*
	14,85+0,93#
	10,9+0,43##
	11+0,51

	Ig G,г/л
	13,49+0,57*
	8,17+0,16*
	10,21+0,12#
	6,3+0,15*#
	5,2+0,12*

	Ig A,г/л
	1,12+0,04*
	2,04+0,05*
	1,85+0,10#
	2,06+0,04**
	2,31+0,04

	IgM, г/л
	2,85+0,02*
	1,43+0,06*
	1,64+0,05#
	0,93+0,07*
	0,89+0,13

	СН 50, %
	23+1,96*
	39+1,61*
	31+1,91##
	52+1,42#
	72+1,63


Примітка. *р<0,001; **р<0,01  порівняно контрольною групою; #р<0,001; ##р<0,05  порівняно з 1 групою жінок.

При ХСО виявлено достовірне збільшення титру ЦІК в 1, 2 групах та контрольній групі. Ці показники вказують на неповноцінність клітин, що фагоцитують на фоні тривалої персистенції антигену в організмі, що підтверджується високим бактеріальним обсіменінням піхви. Паралельно з високим вмістом ЦІК у цих хворих відмічалось зниження комплементарної активності, що може бути пов’язано з факторами агресії патогенів.

При вивченні гуморальної імунної відповіді були виявлені статистично значущі зміни, які характеризувалися зниженими критеріями абсолютного числа В-лімфоцитів з фенотипом CD19+ й CD22+, низькими показниками компонентів комплемента. Аналіз рівнів імуноглобулінів дозволив встановити, що показник сироваткового IgА суттєво не відрізнявся, а IgG був достовірно підвищений. Було встановлено дефіцит показника активності системи комплементу (CH50). Достовірно показано участь СН50 в механізмах елімінації ЦІК, що перешкоджає надмірному накопиченню імунних комплексів і, відповідно, пошкодженню органів і тканин. Тому даний дефект імунної відповіді можна розцінити як результат, з одного боку, порушення секретуючої функції макрофагів, що виробляють CH50, і, з іншого боку, надмірного споживання комплемента при підвищеній продукції імуноглобулінів (перш за все IgG), а також при утворенні ЦІК. 

Відповідно не викликає сумніву, що пригнічення фагоцитарної ланки і дисбаланс рівня імуноглобулінів у сироватці впливають на характер виявлених порушень системи комплемента, але вирішальне значення надає активація антитілоутворення, зокрема, імуноглобулінів класу G. Здатність В-лімфоцитів до переключення синтезу класів антитіл обумовлена міжклітинною взаємодією за участю ряду цитокінів. Цитотоксична дія патогенів на лімфоцити, що призводить до лімфопенії, може свідчити про пригнічення та функціональну неповноцінність клітинної імунної відповіді в цілому. 

Крім того, були вивчені процеси апоптозу – визначалися значення специфічного поверхневого рецептора CD95+. У пацієнток 1 та 2 груп виражений дисбаланс клітинної ланки імунної системи, при якій рівень Т-лімфоцитів, що містить на поверхні своєї мембрани рецептори CD95+, значно перевищував значення контрольних (рис. 4.12), що свідчить про активацію запрограмованої загибелі лімфоцитів. Відповідно, посилення апоптозу призводить до подальших глибоких змін і прогресування вже наявного дефіциту Т-лімфоцитів, а також дисбалансу всіх ланок імунної системи у пацієнток хворих на ХСО. 
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Рис. 4.12 Показник «маркеру» апоптозу (CD95+) лімфоцитів при ХСО, % (р<0,05)
Аналізуючи отримані дані встановлено, що підвищення кількості CD95+ клітин, які є «активаторами» апоптозу, виявляє реакцію, спрямовану на загибель лімфоцитів. У той же час у пацієнток 1 й 2 груп на етапі обстеження виявлено зниження експресії маркера CD25+ на поверхні Т-клітин, що є α-ланцюгом рецептора для ІL-2. Виявлене зниження рівня імунорегуляторних CD4+ й CD25+ T – регулюючих лімфоцитів в периферичній крові може свідчити про розвиток аутоімунного запалення. Таким чином, процеси активації апоптозу при вираженому Т-клітинному дефіциті є важливим патогенетичним аспектом при ХСО. 
Стає зрозумілим, що ХСО є запальним процесом, який супроводжується каскадним запуском механізмів імунної регуляції та проявляється порушенням комплементарної, фагоцитарної та цитокінової ланок імунітету у вигляді зниження кілерної активності лімфоцитів, підвіщенням рівня прозапальних цитокінів та зниженням фагоцитарної активності клітин у відповідь на дію мікробних агентів. Тому подальше дослідження рівня мікробного ураження має важливе значення, тому що до такого глибокого ураження імунної системи може призвести тільки поєднання декількох мікроорганізмів у значних титрах.
РОЗДІЛ 5

ПОКАЗНИКИ МІКРОБІОЛОГІЧНОГО ОБСТЕЖЕННЯ ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ

5.1 Особливості мікробіоценозу жіночих статевих органів у хворих на хронічний сальпінгоофорит

На підставі даних наукових досліджень, що стали відомі на даний час, встановлено тісну кореляцію між станом здоров,я людини та мікробіоценозами біологічних систем організму. Результати сучасних досліджень характеризують жіночу статеву мікроекосистему як динамічну і багатокомпонентну за видовим складом. Порушення балансу між представниками мікробіоценозів призводить до виникнення джерела інфекції в самому організмі. У той же час повне пригнічення нормальної мікрофлори різко знижує колонізаційну резистентність мікроекологічних ніш і робить ці ділянки практично беззахисними перед будь-якими мікроорганізмами.
Нерідко розвиток запальних захворювань внутрішніх статевих органів жінок відбувається на тлі порушень балансу мікрофлори уретри, заднього склепіння піхви та цервікального каналу, будучи наслідком дисбалансу захисних сил організму і патогенного потенціалу бактерій, що може призводити до розвитку дисбіозу піхви. Тому одним із завдань даного дослідження було вивчення мікробного стану жіночих статевих органів при неспецифічному ХСО.

В результаті дослідження пацієнток 1 й 2 груп було встановлено порушення мікробіоценозу піхви (рис. 5.1.1). Аналізуючи дані, які одержано, можна довести, що найбільш частими мікроорганізмами, що були вилучені з відокремлюваного піхви, були: Peptostreptococcus spp. – 80% й 74,2%, Enterococcus – 68,6% й 57,1%, S.Aureus – 62,8% й 60,0%, E.Coli–62,8% й 68,6%, Fusobacterium spp.– 60,0% й 57,1%, S. Pyogenes – 57,1% й 60%, Candida spp. – 45,7% й 42,8%.
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Рис. 5.1.1 Мікробний стан піхви у пацієнток хворих на ХСО, %
У пацієнтів 1 групи кількість видів, що зустрічаються у трьох біотопах жіночих статевих органів, практично однакова, а рівні бактеріального обсіменіння цих ділянок вірогідно відрізняються один від одного (табл. 5.1.1). Причому найбільш висока щільність мікроорганізмів виявлена на задньому склепінні піхви. Тому інтродукція умовно-патогенних штамів частіше відбувається саме на цій ділянці. Це є доказом правомірності вибору відокремлення піхви, як об’єкта діагностичного, епідеміологічного й прогностичного моніторингу. Наведена характеристика мікробного стану жіночих статевих органів дозволяє виявити основні етіологічні чинники сальпінгоофориту й визначити основні напрямки коригування протимікробної терапії.

Таблиця 5.1.1

Рівень загальної бактеріальної щільності в біотопах жіночих статевих органівв групах спостереження порівняно з контрольною, КУО/ од.суб. (р<0,05)
	Групи пацієнток
	Біотопи
	Мікроорганізми
	Гриби роду Candida
	Загальна мікробна

кількість

	
	
	Г+ (загальна кількість)
	Г – (загальна кількість)
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	1 група
	до лікування
	Цервікальний канал
	8,50±0,78х106
	4,69±0,32х104
	4,09±0,63х104
	8,59±0,80х106

	
	після лікування
	
	6,14±0,42х102
	3,38±0,21х101
	4,01±0,53х101
	6,24±0,35х102

	2 група
	до лікування
	
	7,52±0,82х105
	3,12±0,65х106
	3,17±0,23х105
	4,21±0,90х106

	
	після лікування
	
	5,14±0,45х102
	2,38±0,23х101
	4,06±0,59х101
	5,78±0,55х102

	Контрольна група
	
	1,87±0,71х103
	1,59±0,56х101
	3,21±0,61х102
	2,61±0,78х103

	1 група 
	до лікування
	Заднє склепіння піхви
	4,49±0,12х108
	8,19±0,36х105
	2,53±0,35х104
	4,51±0,13х108

	
	після лікування
	
	4,03±0,11х104
	2,42±0,29х103
	2,11±0,72х103
	3,21±0,18х104


Продовж. табл. 5.1.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	2 група
	до лікування
	
	7,58±0,95х106
	1,68±0,65х104
	4,80±0,36х105
	8,07±0,99х106

	
	після лікування
	
	3,81±0,42х103
	4,22±0,17х102
	1,79±0,54х102
	4,41±0,49х103

	Контрольна група
	
	2,03±0,13х104
	3,72±0,49х103
	3,11±0,89х103
	2,72±0,27х104

	1 група
	до лікування
	Уретра
	5,12±0,74х106
	2,18±0,63х107
	8,23±0,92х102
	2,69±0,71х106

	
	після лікування
	
	2,21±0,53х105
	7,42±0,68х105
	3,72±0,91х102
	7,18±1,22х105

	2 група
	до лікування
	
	4,78±0,92х107
	6,39±0,87х108
	1,74±0,88х103
	6,85±0,95х108

	
	після лікування
	
	3,41±0,58х104
	6,14±0,88х105
	3,24±0,97х101
	6,90±1,40х105

	Контрольна група
	
	2,76±0,92х103
	4,21±0,73х104
	2,33±0,87х102
	4,55±0,75х104


Проведені дослідження мікробіоценозу піхви у пацієнток хворих на ХСО дозволили уявити структуру екології жіночих статевих органів, визначити домінантний склад і виявити мікроорганізми, що мають здатність до групового розподілу. 

Дисбіотичні порушення відіграють суттєву роль у патогенезі сальпінгоофориту й поглиблюють важкість перебігу ускладнень. В результаті проведеного дослідження асоціацію грибів роду Candida із Staphylococcus було виявлено у 21,4 % випадків, Streptococcus – у 38,6 % випадків, Proteus й Staphylococcus – у 12,8 %, Neisseria – 8,6 %, Neisseria й Staphylococcus – 5,7 % (рис. 5.1.2). 
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Рис. 5.1.2 Мікробні асоціації при дисбіозі піхви у пацієнток з сальпінгоофоритом

Результати проведених досліджень показали, що в 47,1 % випадків мала місце патологічна контамінація піхви грибами родини Candida. У якості асоціантів найчастіше виступали патогенні види Staphylococcus й Streptococcus, Enterobacter. Виявлені мікроекологічні порушення жіночих статевих органів  обумовлюють необхідність удосконалення тактики їх лікування. При цьому слідвраховувати суттєві підходидо корекції дисбіозів. Головним завданням при розв´язанні вказаної проблемиє деконтамінація патогенних мікроорганізмів, відтворення індигенних видів, нормалізація специфічного й неспецифічного місцевого й системного імунітету.

При бактеріологічному дослідженні з біоматеріалу найчастіше ізоляти вилучали у асоціаціях (рис. 5.1.3).
Серед представників кокової флори виявлялися стафілококи, які зустрічалися у осіб двох досліджуваних груп, обсіменіння якими в середньому дорівнювало [image: image30.jpg]


1,7·105±1,2·104і 4,1·104±1,5·103 КУО/од.суб. відповідно, серед яких найбільш часто був S. аureus при щільності мікробної колонізації 6,3·104±1,2·103 й 7,5·104±1,3·103 КУО/од.суб. відповідно. Мікробіоценоз анаеробної флори у пацієнток був різноманітним. Так, у мікрофлорі піхви досліджуваних груп Veillonella spp. Й Prevotella spp. Виявлялися з обсіменінням, що дорівнює 1,8·104±1,2·104 та 2,9∙104±1,6∙103 й 1,5·104±1,6·104 та 3,7∙103±1,4∙102 КУО/од.суб. відповідно. Bacteroides spp. виявлявся з обсіменінням 4,4·102±1,8·101 й 1,3∙103±1,6∙102 КУО/од.суб. Одночасно з цим у мікробіоценозі піхви реєструвався Propionibacterium spp., щільність колонізаціїякого дорівнювала 1,9·105±1,6·104 й 5,7∙104±1,2∙103 КУО/од.суб. відповідно. 
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   Рис. 5.1.3 Асоціації ізолятів, вилучених при ХСО
Дріжджоподібні гриби роду Candida при обстеженні були виявлені у піхві жінок з сальпінгоофоритом обох дослідних груп, причому у 2 групі обсіменінняними склало 4,4·103±2,3·103 КУО/од.суб., що перевищувало відповідні показники у пацієнток 1 групи  -  2,3·103±1,1·103 КУО/од.суб. (табл. 5.1.2).

Вивчення бактеріального обсіменіння піхви пацієнток хворих на ХСО, перебіг якого відрізнявся за кількістю епізодів загострення, дозволило виявити характерні мікробіоценотичні ознаки, а саме: виявлена структурна перебудова біоценозу, яка проявляється підвищенням значущості S. аureus (82,8%), Peptostreptococcus spp. (77,1%), Enterococcus (68,6%) й E. сoli (64,3%), зменшенням домінування Lactobacillus spp. (2,8%).
Важливою особливістю мікробіоценозу піхви обстежених пацієнток є перехід у домінуючу групу мікроорганізмів дріжджоподібних грибів роду Candida. Серед додаткових видів слід відмітити появу Enterobacter  (35,7%).
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Таблиця 5.1.2
Структура мікробіоценозу піхви хворих на ХСО, КУО/од.суб. (р<0,05)
	Мікроорганізм
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	1
	2
	3
	4

	E.coli
	4,7·106±1,4·104
	3,8·105±2,2·104
	2,4·102±1,2·101

	S. epidermidis
	3,9·103±2,6·102
	5,9·105±1,2·104
	2,8·103±1,1·102

	Enterobacter
	8,9·106±1,9·105
	6,2·106±3,1·104
	4,1·104±2,1·103

	Porphyromonas
	5,2·105±3,1·104
	4,4·106±1,9·105
	2,4·104±1,1·102

	Veillonella spp
	1,8·104±1,2·104
	1,5·104±1,6·104
	1,1·103±0,8·101

	Lactobacillus spp
	3,6·103±1,2·102
	5,7·102±1,2·101
	3,2·102±1,0·101

	Bacteroides spp
	4,4·102±1,8·101
	1,3·103±1,6·102
	1,2·102±1,1·101

	Fusobacterium spp
	5,7·105±1,8·104
	6,5·106±2,1·105
	3,3·103±2,2·102

	Prevotella spp.
	2,9·104±1,6·103
	3,7·103±1,4·102
	2,1·102±1,0·101

	Candida spp
	4,1·104±1,1·103
	3,2·105±1,3·103
	7,2·102±1,0·101


Продовж. табл. 5.1.2

	1
	2
	3
	4

	S. aureus
	1,7·105±1,2·104
	4,1·104±1,5·103
	2,2·103±1,1·102

	S. pyogenes
	7,2·104±2,7·102
	5,7·105±2,1·104
	3,7·103±2,1·102

	Peptostreptococcus spp.
	4,1·105±1,8·104
	6,2·105±1,2·104
	5,3·103±1,3·102

	Enterococcus
	3,6·106±3,2·105
	5,1·105±3,1·104
	4,3·103±2,3·102

	Micrococcus spp.
	4,5·105±1,4·104
	6,4·105±1,7·104
	5,2·103±1,5·102

	Propionibacterium spp.
	1,9·105±1,6·104
	5,7·104±1,2·103
	3,7·104±1,7·102

	Bifidobacterium spp.
	5,6·105±1,3·103
	8,1·104±1,9·103
	6,0·103±1,2·101

	Actinomyces spp.
	7,4·105±1,1·104
	3,6·105±1,3·104
	2,2·103±1,0·101


Таким чином, проведені дослідження свідчать про те, що у пацієнток хворих на ХСО відбуваються зміни мікрофлори піхви, які супроводжуються дискоординацією її функціонування як єдиної екосистеми, що проявляється порушеннями мікробіологічного статусу. Висока мікробна щільність бактеріального консорціуму, який колонізуєпіхву, складається з умовно-патогенних видів, робить можливим швидкий розвиток деструктивно-запальних процесів слизових оболонок. 
5.2 Характеристика мікрофлори жіночих статевих органів та антибіотикочутливість ізолятів
Порівняльна оцінка складу мікрофлори цервікального каналу пацієнток хворих на ХСО 1 та 2 груп показала, що достовірних відмін у кількісному складі мікрофлори у цих групах суттєво не відмічалося (табл. 5.2.1).У пацієнток 1 групи і 2 групи було вилучено значно більше коагулазонегативних стафілококів й бета-гемолітичних стрептококів порівняно з контрольною групою.
Таблиця 5.2.1
Порівняльна характеристика складу мікрофлори цервікального каналу пацієнток хворих на ХСО, КУО/од.суб.

	Мікроорганізми
	Групи пацієнток

	
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	
	до лікування
	після ликування
	до лікування
	після лікування
	

	α-гемолітичний стрептокок
	8,15±
1,37·107
	5,33±
1,61·103*
	7,9±
1,0·107*
	4,73±
1,68·103*
	3,601±
1,6·103

	β-гемолітичний стрептокок
	7,68±
1,67·106
	6,1±
1,2·104*
	6,81±
1,63·106*
	5,1±
1,3·104*
	4,4±
0,1·104

	Негемолітичний стрептокок
	2,6±
0,52·107
	1,24±
0,53·105
	2,57±
0,81·107*
	1,13±
0,47·105
	2,14±
0,46·105

	Стафілокок 

коагулазонегативний
	8,43±
1,61·103
	5,65±
1,25·103*
	8,0±
1,1·101*
	3,45±
1,65·103*
	1,04±
1,04·103

	Стафілокок золотавий
	6,67±
1,66·101
	2,0±0

,8·101
	6,0±
1,7·101*
	1,0±
0,7·101
	1,0±
0,7·101

	Інші Г+ коки
	9,01±
,52·107
	2,33±

2,4·105*
	9,03±
0,48·107*
	1,36±
0,6·105*
	3,7±
0,5·105

	Інші мікроорганізми
	1,165±
0,67·107
	1,1±

0,43·105
	1,9±
0,98·107
	1,5±
0,62·105
	1,75±
0,95·105

	Ентеробактерії
	8,9±
3,35·103
	4,3±

1,2·103*
	8,82±
5,8·103*
	3,3±
1,4·103*
	1,59±
0,79·104

	Кандіди
	8,43±
1,5·103
	5,03±
0,9·103*
	9,16±
1,1·103*
	5,03±
0,9·103*
	1,13±
0,5·102

	Облігатні анаероби
	7,17±
1,14·107
	6,43±

1,2·104*
	7,52±
1,38·107*
	5,14±

1,1·104*
	1,37±
0,75·104


Примітка: *р<0,001 порівняно з контрольною групою.

Порівняльний аналіз мікроорганізмів біотопу заднього склепіння піхви виявив істотну відмінність у кількості ізолятів, серед пацієнток 1 групи та контрольною групою (табл. 5.2.2).
Показники кількості бета-гемолітичного стрептокока, стафілокока коагулазонегативного, інших грампозитивних коків та облігатних анаеробів перевищували показники обсіменіння аналогічними мікроорганізмами пацієнтів групи контролю. Пацієнтки 1 групи відрізнялися високими рівнями вмісту кандид. 
Таблиця5.2.2
Порівняльна характеристика складу мікрофлори заднього склепіння піхви, КУО/од.суб.

	Мікроорганізми
	Групи дослідження

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	
	до лікування
	після лікування
	до лікування
	після лікування
	

	α-гемолітичний стрептокок
	1,86±1,0·105
	2,18±

0,8·103*
	5,25±1,43·104*
	1,04±0,6·104*
	2,11±1,23·103

	β-гемолітичний стрептокок
	8,31±1,0·104
	6,22±1,2·102*
	5,46±1,44·104*
	8,92±1,3·102*
	7,53±1,5·102

	Негемолітичний стрептокок
	6,28±1,15·104
	4,72±1,54·104*
	4,07±1,89·104*
	3,66±1,69·104*
	1,55±0,17·104

	Стафілокок коагулазонегативний
	8,57±
1,5·104
	4,02±0,8·102*
	3,23±0,13·104*
	2,52±0,5·102*
	2,75±
0,75·102

	Стафілокок золотавий
	7,17±
1,66·102
	5,14±

1,4·101*
	6,08±
1,7·102*
	5,01±
1,7·101*
	1,01±
0,4·101


Продовж. табл. 5.2.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Інші Г+ коки
	1,46±0,37·103
	1,31±

0,43·102*
	1,98±

0,69·104*
	1,02±

0,93·102*
	2,5±

0,5·102

	Інші мікроорганізми
	1,01±

0,81·104
	3,27±

1,12·103*
	2,15±

0,95·103*
	1,37±

1,82·103*
	1,35±

0,66·103

	Ентеробактерії
	4,5±

0,4·101
	2,5±

0,24·101*
	0,6±

0,4·101*
	0,5±

0,25·101*
	3,0±

1,4·101

	Кандіди
	5,17±

0,17·102
	0,7±

0,11·101*
	6,2±

0,13·102*
	0,57±

0,17·101*
	0,2±

0,13·101

	Облігатні анаероби
	2,07±

0,55·105
	1,34±

0,12·105*
	3,18±

0,99·105*
	1,28±

0,72·105*
	2,62±

0,99·105


Примітка: *р<0,001 порівняно з контрольною групою.
Запальні процеси при сальпінгоофориті мікробної етіології, що призводять до ускладнень, потребують цілеспрямованої терапії комплексного напрямку. Труднощі надання медичної допомоги такому контингенту пов´язані з ризиком ускладнень. По мірі зміцнення концепції запальних процесів у маткових трубах, як результату хронічної бактеріальної інфекції, привертає увагу антимікробна терапія. У той самий час неконтрольоване призначення протимікробних засобів погрожує розвитком стійких форм мікроорганізмів, дисбіозу, що погіршує перебіг процесу. 

При тривалій антибіотикотерапії, особливо широкого спектру дії, розвиваються кандидози, які протікають у вигляді місцевих уражень піхви. Тому наступним етапом дослідження було вивчення чутливості ізолятів, збудників сальпінгоофоритів, до антимікробних засобів.
Результати проведення порівняльної оцінки чутливості до антимікробних препаратів терапевтичного призначення ізолятів, які найчастіше висівали у пацієнток з сальпінгоофоритом (стафілококів, стрептококів, ентеробактерій й облігатних анаеробів) показала, що частота виявлення стійких до антимікробних препаратів ізолятів стафілокока значно варіювала (табл. 5.2.3).

Таблиця 5.2.3
Антибіотикорезистентність ізолятів стафілокока
	
	Відсотокрезистентних штамів (М±м)

	Антибіотики
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	Цефепім
	5,6±5,4
	4,4±16,6*#
	2,0±3,3

	Цефтазидим
	11,1±7,4
	7,0±6,2*٭
	3,0±3,3

	Ципрофлоксацин
	12,0±3,6
	11,1±2,5**
	7,0±3,3

	Ріфампіцин 
	76,0±3,6
	44,4±16,6*٭
	31,0±3,3

	Еритроміцин 
	88,9±7,5
	91,2±6,2*
	59,0±1,2

	Ванкоміцин 
	15,0±3,6
	13,0±6,2**
	9,0±3,3

	Лінкоміцин
	77,7±2,8
	94,4±6,6*
	50,0±5,2

	Гентаміцин
	91,1±5,5
	91,3±6,2*
	69,0±3,3*

	Амікацин
	10,0±3,6
	11,1±2,5*
	2,0±3,3

	Канаміцин 
	93,3±4,1
	93,0±6,2*
	57,0±4,9

	Ампіцилін
	61,1±4,5
	92,8±6,2*٭
	50,0±5,2

	Оксацилін
	95,6±5,4
	96,3±2,2*
	70,0±3,3

	Пеніцилін
	72,2±10,6
	97,2±1,2*٭
	50,0±1,2

	Амоксицилін
	90,0±3,6
	93,1±2,2*
	40,0±3,3

	Хлоргексидин
	6,0±1,6
	4,9±0,6*◙
	1,0±0,3


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою; 

٭р<0,001;•р<0,01;◙ р<0,05 порівняно з 1 групою пацієнток.
Ізоляти стафілококів характеризувалися варіабельною чутливістю до вивчених препаратів. Найстійкіші до антимікробних препаратів штами стафілококів були вилучені від пацієнток 1 й 2 групи. Стосовно пеніциліну, процент стійких штамів у пацієнток 2 групи склав 97,1 %; більшості цефалоспоринів – від 2,8 % до 11,4 %. Взагалі, більшість ізолятів стафілокока була полірезистентна.

Як видно з табл. 5.2.4, серед ентеробактерій, що вилучені від пацієнток досліджуваних груп, відсоток стійких штамів був високий у всіх групах. До цефалоспоринів відсоток стійких штамів був більший для ізолятів ентеробактерій від пацієнток 1 групи – 8,6 до 17,1 %.
Таблиця 5.2.4
Антибіотикорезистентність ізолятів ентеробактерій
	Антибіотики
	Відсотокрезистентних штамів(х±Sх)

	
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	Цефепім
	11,3±0,8
	16,7±1,0*٭
	2,0±0,3

	Цефтазидим
	9,3±0,8
	6,7±1,0*◙
	3,0±0,3

	Ципрофлоксацин
	81,3±8,8
	86,7±7,0*
	7,0±0,3

	Ріфампіцин
	56,3±2,4
	96,2±1,8*٭
	31,0±3,3

	Гентаміцин
	93,8±6,1
	97,8±6,2*
	69,0±3,3

	Амікацин
	93,8±6,1
	93,0±1,8*
	2,0±0,3

	Канаміцин
	81,3±8,8
	88,9±4,7*
	57,0±4,9

	Ампіцилін
	81,3±8,8
	96,0±1,8*◙
	50,0±5,2

	Амоксицилін
	97,0±2,0
	98,0±1,8#
	83,3±6,8

	Карбеніцилін
	75,0±6,8
	88,9±4,7
	73,3±6,8

	Левоміцетин
	98,0±1,0
	98,2±1,8*
	24,0±2,5

	Хлоргексидін
	5,0±3,6
	4,4±0,6
	1,0±0,3


Примітка: *р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою;
٭р<0,001;◙ р<0,05 порівняно з 1 групою
Дані таблиці 5.2.5 свідчать про те, що в 1 й 2 групах пацієнток кількість стійких штамів стрептококів була вищою, ніжуконтрольній групі, і коливалася від 11,4 % до 97,1 %.
Таблиця 5.2.5
Антибіотикорезистентність ізолятів стрептококів
	Антибіотики
	Відсотокрезистентних штамів (х±Sх)

	
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	Кліндаміцин
	69,0±2,5
	28,6±2,1*٭
	1,0±0,15

	Ерітроміцин
	73,3±7,6
	88,6±2,1*٭
	10,0±0,9

	Цефтриаксон
	15,0±1,1
	17,7±1,4#
	9,0±0,2

	Цефотаксим
	16,7±1,8
	15,7±1,4*
	8,0±0,9

	Ампіцилін
	93,3±2,6
	98,6±1,1*
	50,0±5,0

	Азитроміцин
	90,0±2,1
	88,6±2,1#
	5,0,±2,8

	Ванкоміцин
	11,0±1,5
	11,0±1,1*
	1,0±0,1

	Левоміцетин
	86,7±6,8
	92,85±3,2*
	24,0±2,5

	Офлоксацин
	28,9±2,5
	28,6±2,1*
	1,0±0,15

	Сизоміцин
	12,0±1,5
	14,3±1,4
	15,0±1,6

	Хлоргексидін
	13,0±3,6
	14,4±4,6*◙
	1,0±0,3


Примітка: *р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою;
٭р<0,001;◙ р<0,05 порівняно з 1 групою
Найбільший вітсоток стійкості штамів облігатних анаеробів був вилучений від пацієнток 2 групи, де жоден з антибіотиків не пригнічував усі штами мікроорганізмів, що досліджувалися, у той час, як у контрольній групі - їх було 2 (іміпенем, амоксицилін), 1 групі – 1 (амоксицилін), у контрольній групі – 3 (іміпенем, амоксицилін, кліндаміцин). Докладні дані наведені у табл. 5.2.6.
Таблиця 5.2.6
Антибіотикорезистентність ізолятів облігатних анаеробів
	Антибіотики
	Відсотокрезистентних штамів (х±Sх)

	
	1 група
	2 група
	Контрольна група

	Іміпенем
	8,0±0,7
	10,625±1,68
	0

	Тетрациклін
	85,4±3,7
	94,37±3,4# ٭
	47,6±4,7

	Амоксицилін
	10,3±1,9
	18,75±1,9*٭
	0

	Піперацилін
	70,8±4,8
	28,125±2,95٭
	26,2±2,8

	Канаміцин
	96,0±1,1
	71,875±2,95*٭
	33,3±3,6

	Левоміцетин
	82,25±0,6
	88,125±2,95*٭
	50,0±5,1

	Кліндаміцин
	28,0±2,8
	59,375±1,68*٭
	0

	Хлоргексидін
	14,4±6,6
	11,0±1,3*◙
	1,0±0,3


Примітка: *р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою;
٭р<0,001;◙ р<0,05 порівняно з 1 групою
Визначення резистентності до антимікробних препаратів ізолятів за допомогою мікропланшетів «ТПК Г-» й «ТПК Г+» (табл. 5.2.7) показало, що всі штами були варіабельні до антимікробних препаратів, а більшість штамів були резистентні до доксицикліну й ампіциліну та помірно стійкі до гентаміцину. Аналіз одержаних даних дозволив встановити, що всі ізоляти мали множинну антибіотикорезистентність. Результати проведених досліджень показали, що ізоляти були резистентні до ампіциліну, гентаміцину, доксицикліну – у комірках мікропланшетів як з більшою, так і з меншою концентрацією антибактеріальних препаратів спостерігався зріст культури (мутність поживного середовища).
Таблиця 5.2.7
Чутливість ізолятів до  антимікробних препаратів, інокульованих у комірки планшетів «ТПК Г - » та «ТПК Г+»
	Антимікробні препарати, інокульованіу комірки планшетів «ТПК Г - » й «ТПК Г+»
	Стафілококи
	Стрептококи
	Ентеробактерії

	
	R
%
	I

%
	S

%
	R

%
	I

%
	S

%
	R

%
	I

%
	S

%

	Цефотаксим
	4
	4
	92
	4
	7
	89
	80
	9
	11

	Ципрофлоксацин
	11
	1
	88
	30
	4
	66
	86
	2
	12

	Гентаміцин
	94
	6
	0
	97
	3
	0
	97
	3
	0

	Ампіцилін
	69
	31
	0
	93
	6
	1
	98
	2
	0

	Доксициклін
	96
	4
	0
	94
	6
	0
	88
	12
	0


До ципрофлоксацину й цефотаксиму більшість грампозитивних коків була чутливою. Ентеробактерії до цефалоспоринів проявляли варіабельну активність, однак резистентних штамів не виявлено (рис. 5.2.1). 
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Рис. 5.2.1 Резистентність ізолятів до антимікробних препаратів, інокульованих у комірки планшетів «ТПК Г - » та «ТПК Г+», %

Таким чином, при визначенні чутливості ізолятів до антибактеріальних препаратів встановлено, що більшість з них були полірезистентними (90%). Відмічалась варіабельна чутливість до антимікробних препаратів, що відносяться до глікопептидів, фузидинів, рифампіцинів й лінкозамідів.

У теперішній час відомо, що біоплівки бактерій-коменсалів, що входять до складу нормальної мікрофлори піхви, відіграють протективну роль у макроорганізмі. Однак дисбаланс ендо- й екзогенних факторів, таких як антибактеріальна терапія, імунодефіцитний стан, сприяє перетворенню умовно-патогенної форми в патогенну. Одже, проблема сучасної діагностики й терапії сальпінгоофоритів з позиції того, що мікроорганізми – збудники висхідної інфекції, утворюють навколо себе захисну плівку й успішно охороняють себе від дезинфектантів та антибіотичних засобів, а також шляхом хибного сигналу паралізують імунну систему людини є актуальною.

Спосіб існування мікроорганізмів у формі біоплівки створює великі проблеми в медичній практиці у зв'язку з тим, що у складі біоплівок мікроорганізми стійкі до дії дезинфікуючих речовин, антибактеріальних препаратів, антитіл і фагоцитів. Зараз головною метою багатьох досліджень є боротьба з чинниками інфекційних захворювань, руйнуванням біоплівок мікроорганізмів та здатністю впливати на формування їх в організмі.  

Головна практична проблема верифікації діагнозу перш за все торкається своєчасного встановлення причини запального процесу й пов'язана з необхідністю точного типування етіологічного чинника сальпінгоофориту.З огляду на дані про поліпшення результатів лікування сальпінгоофоритів при ранній адекватній антибактеріальній терапії, протимікробні засоби повинні призначатися безпосередньо після уточнення нозологічного діагнозу та отримання результатів бактеріологічного дослідження. Після отримання результатів бактеріологічного дослідження режим протимікробної терапії повинен бути скоригованийз урахуванням виділеної мікрофлори та її антибіотикочутливості у стані біоплівки. Отже, адекватній мікробіологічній діагностиці висхідної інфекцій, що спричинює розвиток сальпінгоофориту, слід приділяти не менше уваги, ніж питанням вибору режиму терапії.
Для сучасного етапу розвитку медицини характерними є дослідження з виявлення закономірностей організації комунікативних властивостей МЗС залежно від фізіологічної форми кожного асоціанта. Вивчення фізіологічного стану патогенів відкриває нові можливості у вирішенні низки медичних проблем - механізмів гомеостазу, адаптації, чутливості до лікарських засобів ізолятів, діагностики, лікування, профілактики сальпінгоофоритів. Недостатня ефективність терапії висхідної інфекції, що призводить до розвитку сальпінгоофориту, а згодом до хронічного його перебігу, у певній мірі пояснюється наявністю механізмів захисту патогенів від ушкоджуючих факторів. Одним з таких механізмів є здатність до формування біоплівки. 
Тому метою даного підрозділу було вивчення здатності до формування біоплівок МЗС. Це дозволяє виявити інформативні критерії для оцінки найбільш ранніх змін показників фізіологічної активності, а також визначити механізми адаптивних реакцій мікробів на дію різних факторів. 
Підвищення оптичної щільності інокульованих ізолятів свідчить про розмноження в ньому мікроорганізмів. Високий рівень оптичної щільності за кількістю мікробних тіл дозволяє стежити за кінетикою розмноження мікроорганізмів, отримувати та оцінювати ріст бактерій й здатність до формування біоплівок. 

Зіставлення характеристик росту у двох фізіологічних станах ізолятів дозволяє відмітити підвищення щільності біоплівки. Результати тестування ізолятів на здатність до формування біоплівок довели, що усі виділені патогени до проведення терапії, як пацієнткам 1 групи, так й 2 групи,  утворювали щільні біоплівки (рис. 5.2.2).
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Рис. 5.2.2 Оптична щільність сформованих біоплівок ізолятами від жінок 1 та 2 груп до лікування, од.ощ.
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Рис. 5.2.3 Формування змішаної біоплівки S. рyogenes, E. сoli йC.albicans через 6 годин (А) й 12 годин (Б) інкубації. Фарбування генціанвіолетом. Мікроскоп «AMPLIVAL» (CarlZeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив)
У результаті дослідження було встановлено, що оптична щільність мікробних угрупувань збільшувалась на протязі 48 годин інкубації й була достовірно вищою, ніж у біоплівках, що утворювалися кожним асоціантом окремо (рис. 5.2.3-5.2.4). 
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Рис. 5.2.4 Біоплівка S. рyogenes, E. Сoli й C. аlbicans через 24 годин (А) й 48 години (Б) інкубації. Фарбування генціанвіолетом. Мікроскоп «AMPLIVAL» (CarlZeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив)
Аналіз отриманих результатів показав, що планктонні клітини патогенів, що тестувалися, активно формували біоплівки протягом 24 годин, а анаеробні бактерії – протягом 48 годин; за ступенем біоплівкоутворення найактивнішими були стафілококи, кишкова паличка й гриби роду кандида, актіноміцети (рис. 5.2.5).
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Рис. 5.2.5 Біоплівкоутворення асоціантами, вилучених у пацієнток з ХСО: змішані біоплівки мікроорганізмів. Фазово-контрастна мікроскопія. Мікроскоп «AMPLIVAL» (CarlZeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив)

Результати дослідження дозволяють встановити факти утворення біоплівок ізолятами залежно від асоціантів і підтверджують факти про те, що це відображає адаптаційні можливості патогену.
Після проведеної терапії жінок хворих на ХСО було встановлено, що оптична щільність добових біоплівок ізолятів значно знижувалась (рис. 5.2.6). Однак, встановлено, що після проведеної запропонованої терапії  у жінок 2 групи щільність добових біоплівок E.coliпригнічувалась у 2,9 рази, а у жінок 1 групи – у 1,9 рази; щільність добових біоплівок S. epidermidisу жінок 2 групи пригнічувалась у 5,1 раз, а у жінок 1 групи – у 2,7 рази; Enterobacter - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,5 рази, а у жінок 1 групи – у 3,4 рази; Actinomyces spp. - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,8 рази, а у жінок 1 групи – у 3,9 рази; Veillonella spp. -у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,5 рази, а у жінок 1 групи – у 3,4 рази; Enterococcus - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,1 рази, а у жінок 1 групи – у 4,9 рази; Micrococcus spp.  - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,1 рази, а у жінок 1 групи – у 2,3 рази; S. pyogenes - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 5,9 рази, а у жінок 1 групи – у 3,2 рази; Prevotella spp. - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,2 рази, а у жінок 1 групи – у 2,6 рази; Candida spp  - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 7,5 рази, а у жінок 1 групи – у 4,1 рази; S. aureus - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 5,4 рази, а у жінок 1 групи – у 2,7 рази. Отже, запропонована терапія пригнічує здатність ізолятів формувати щільні біоплівки, як один з основних факторів патогенності мікроорганізмів.
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Рис. 5.2.6 Оптична щільність сформованих біоплівок ізолятами від жінок 1 та 2 груп після лікування, од.ощ.
Результати дослідження антибіотикорезистентності ізолятів у планктонній формі показали, що майже усі вилучені мікроорганізми були чутливі до ХТП з груп цефалоспоринів й фторхінолонів (рис. 5.2.7).
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Рис. 5.2.7Антибіотикочутливість ізолятів, %
Дослідження чутливості мікроорганізмів у формі біоплівок до протимікробних препаратів виявило, що вони несприятливі до ХТП у терапевтичних дозуваннях. Узагальнюючи результати з вивчення антибактеріальної активності протимікробних препаратів, що використовуються в клініках, слід зазначити їх невисоку ефективність.
Результати мікробіологічних досліджень співставляли з даними контрольної групи, що дозволило встановити: комплексне лікування пацієнток 2 групи хворих на ХСО сприяло поліпшенню показників мікроекології піхви у всіх пацієнток цієї групи. Вказані зміни проявлялися підвищенням частоти висівання представників нормофлори у 94,3 % пацієнток. Що стосується відновлення нормофлори піхви, то позитивний ефект терапії проявився зниженням частоти виявлення Staphylococcus aureus з 62,8 % (6,08±1,7 lgКУО/мл, р<0,05) до 8,6 % (5,01±1,7 lgКУО/мл, р<0,05), Staphylococcus epidermidis з 5,7 % (4,07±1,89 lgКУО/мл, р<0,05) до 2,8 % (3,66±1,69 lgКУО/мл, р<0,05), припиненням висівання Streptococcus haemoliticus. На тлі вищевказаних змін мікробіоценозу спостерігалося достовірне зниження контамінації грибами роду Candida (з 51,4 % до 8,6 %; з 6,2±0,13 lgКУО/мл до 0,57±0,17 lgКУО/мл, р<0,05). У пацієнток 2 групи не виявлено умовно-патогенних бактерій кишкової групи. 
Таким чином, вивчення здатності утворення біоплівок МЗС дозволять по-новому підійти до призначення протимікробної терапії, створення передумов для подальших досліджень щодо здійснення раціональних терапевтичних заходів і до повної характеристики механізмів, що сприяють розвитку запальної патології.
РОЗДІЛ 6

КОНЦЕПЦІЯ ПАТОГЕНЕТИЧНИХ МЕХАНІЗМІВ РОЗВИТКУ ІМУНОЛОГІЧНИХ ПОРУШЕНЬ В ОРГАНІЗМІ ПРИ ХРОНІЧНОМУ САЛЬПІНГООФОРИТІ

Виявлені зміни клітинних чинників імунітету при ХСО відповідають процесам, характерним для запальних реакцій в цілому: виражений дефіцит абсолютної кількості лейкоцитів, лімфоцитів, клітин з фенотипами CD3+, CD4+ і лімфоцитів з супресорною (CD8+) активністю, а також знижене значення показника індексу імунорегуляції (CD4+/CD8+), який є важливим для гармонійної функції імунної системи. Аналіз особливостей цитокінової регуляції при ХСО дозволив об'єднати зміни клітинної, фагоцитарної й гуморальної ланок імунної системи в єдиний взаємопов'язаний механізм. 
Про високу активність запальної реакції свідчить підвищення продукції ІL-1β і TNFα. Відмічено пригнічення продукції ІL-4 у сироватці крові, що є непрямою ознакою депресивного стану гуморальної імунної відповіді у патогенезі ХСО. Отримані результати дозволяють зробити припущення про те, що важливий не сам факт підвищення або зниження рівня цитокінів, а їх динаміка і співвідношення протилежних пулів. Дисбаланс цитокінового статусу підтримує імунозалежне запалення, а також пов'язані з ним порушення процесів апоптозу та обумовлює розвиток інтерлейкін-залежного вторинного імунодефіцитного стану.
Проведені дослідження дозволили виділити порушення цитокінової імунорегуляції в досліджуваних групах: характерна мінімальна концентрація в сироватці крові TGF і ІL-4 при високому ступені активності TNFα і IL-1β.

Це підтверджує тісну взаємодію всіх ланок імунної системи, які забезпечують регуляторну функцію і підтримання імунного гомеостазу на належному рівні. 

Враховуючи виявлення такого феномену, як утворення позаклітинних нейтрофільних пасток на вплив антигенів запального процесу не можливо не зупинитися на особливостях патогенезу їх утворення.

Відомо, що нейтрофіли поглинають і перетравлюють захоплені мікроорганізми з використанням кисеньзалежного і кисеньнезалежного механізмів, що призводить до їх елімінації. У цитоплазмі нейтрофілів міститься три основних типи гранул - первинні (азурофільні), вторинні (специфічні) і третинні [72, 131]. Первинні азурофільні гранули включають МПО, необхідну для ферментативного перетворення H2O2 в HOCl. Вони також містять еластазу нейтрофілів і білки-дефензіни - низькомолекулярні позитивно заряджені антимікробні пептиди. Дефензіни вбудовуються в мікробну оболонку з порушенням її цілісності. Також вони можуть руйнувати ДНК бактерій. Вторинні гранули містять лізоцим, лактоферин, желатинази і металопротеази. Їх мембрани також містять до 95% цитохрому В558, складного компонента ферменту NADPH-оксидази (нікотінамідаденін, дінуклеотідфосфатоксидази). Основним ферментом третинних гранул є желатинази. Нейтрофіли мають здатність реагувати навіть на незначні зміни навколишнього середовища, використовуючи великий набір мембранних рецепторів [71, 75]. На їх мембранах представлені, наприклад, Толл-подібні рецептори (TLR), Fc-рецептори для імуноглобулінів різних класів, в першу чергу - IgG, рецептори для компонентів комплементу (C3 та інших), що забезпечує ефективну опсонізацію об'єктів фагоцитозу. У інфікованих тканинах нейтрофільні гранулоцити стикаються з мікроорганізмами і активуються, поглинаючи збудника в вакуолі (фагосоми). Далі гранули нейтрофілів зливаються з фагосомою, утворюючи фаголізосоми, в які потрапляють антимікробні пептиди і ферменти. При цьому в фаголізосомах мікроорганізми піддаються впливу високих концентрацій АФК. Кисеньзалежний механізм антимікробної активності відомий як респіраторний вибух. При ньому відбувається немітохондріальне накопичення АФК. Утворення АФК забезпечує фермент NADPH-оксидаза. NADPH-оксидаза фагоцита відновлює кисень до супероксиданіона (O2) який далі спонтанно або під дією СОД фагоцитів перетворюється на H2O2. Під впливом мієлопероксидази нейтрофілів з перекису водню утворюється HOCl, яка пошкоджує нуклеїнові кислоти і білки бактеріальних клітин. У свою чергу каталаза розкладає перекис водню на воду і кисень з утворенням гідроксильних радикалів, які також руйнують мікробні клітини [92, 116]. Крім того, АФК володіють непрямим антимікробним ефектом, активуючи протеолітичні ферменти гранул нейтрофілів. Вищенаведені механізми найбільш характерні при активації нейтрофілів патогенними або умовнопатогенними мікроорганізмами. При цьому в навколишнє середовище секретується широкий спектр прозапальних цитокінів. Вважається, що іншим чином відбувається взаємодія нейтрофілів з непатогенними представниками нормальної мікрофлори слизових оболонок. Гранулоцити погано фагоцитируют ці бактерії. Найбільш імовірно, що зв'язування компонентів їх мікробної стінки з рецепторами нейтрофілів призводить до активації NADPH-оксидази і внутрішньоклітинних месенджерів лейкоцитів. У подальшому відбувається секреторна дегрануляция, вивільняючи з гранул антиадгезивні і мікробіцидні фактори. Довгий час нейтрофіли розглядалися тільки як неспецифічні ефекторні клітини вродженого імунітету, що реалізують всі вищевказані функції. Після виконання своєї біологічної програми нейтрофіл гине. Найбільш імовірним результатом диференційованих нейтрофілів вважався апоптоз після фагоцитозу або можливий некроз під дією факторів патогенності збудників. Показано, що фагоцитарна активність нейтрофіла змінює експресію ряду генів, в результаті після фагоцитозу гранулоціт піддається апоптозу. В якості активатора цього процесу виступає респіраторний вибух. Апоптоз гранулоцитів є життєво важливим процесом для успішного вирішення бактеріальної інфекції. У свою чергу, фактори патогенності бактерій, що викликають пошкодження і некроз лейкоцитів, порушують цілісність зовнішньої лейкоцитарної мембрани, призводять до втрати сегментації ядра нейтрофіла з втратою диференціації гетерохроматину. Однак при цьому мембрани ядра і гранул в початковий період зберігаються. Загибель клітини супроводжується руйнуванням клітинної оболонки нейтрофіла, при цьому флогогенні фактори, потрапляючи в навколишнє середовище, можуть призводити до запальних змін [117, 118]. При дослідженні виявлено, що нейтрофільні гранулоцити після активації викидають в позаклітинний простір сіткоподібні структури, до складу яких входить ДНК, гістони, а також різні білки і ферменти гранул, такі як еластаза і мієлопероксидаза. Ці структури і були нейтрофільними позаклітинними пастками. Процес утворення нейтрофільних пасток починається з активації нейтрофіла. Відбувається запуск мембранозного мультимолекулярного ферментного комплексу NADPH-оксидази індукторами найрізноманітнішої природи. Паралельно активується протеінкіназа С, що бере участь у внутрішньоклітинній передачі великого набору зовнішніх сигналів. Виникають активні форми кисню, що індукують набір ключових ферментів нейтрофілів. Відбувається перетворення аргініну і залишків метіларгініна в цитрулін в гістонових білках ядра. Наслідком цього є деконденсація хроматину і вивільнення ДНК [139, 230, 243]. Після закінчення короткого періоду часу стимуляції клітини ядра нейтрофілів починают втрачати свої сегменти, хоча ядерна оболонка ще залишається неушкодженою.За активацією цитоскелету відбувається скорочення клітини до тих пір, поки не розірветься зовнішня мембрана. Високоактивна суміш, потрапивши в позаклітинний простір, формує своєрідну об'ємну сітку- «пастку», в яку і потрапляють бактерії. Нейтрофіл при цьому гине. Ця кисеньзалежна клітинна загибель була названа терміном «NETosis» [254, 270]. 
В цілому в процесі формування пасток антимікробні компоненти нейтрофілів (мікробіцидні ферменти, антибактеріальні катіонні білки, нейтральні серинові протеази, металлопротеінази, кислі гідролази, продукти респіраторного вибуху - перекис водню, гідроксильний радикал, галогени, атомарний кисень, оксид азоту, пероксинітрит та інші, в тому числі і мієлопероксидаза) зв'язуються внутрішньоклітинно з нитками ДНК нейтрофіла, і секретуються в позаклітинний простір, утворюючи нейтрофільні позаклітинні пастки, обмежуючи пошкодження прилеглих тканин. Бактерії, затримані в цих структурах, руйнуються. 

Формування нейтрофільних пасток в нормі і при різних патологічних станах має виборчу бактерицидність. Нейтрофільні пастки пригнічують ріст
патогенних і умовнопатогенних мікроорганізмів, але слабо впливають на непатогенні мікроорганізми, зокрема лактобактерії або біфідобактерії. Це може бути обумовлено відмінностями в механізмах стимуляції нейтрофілів патогенними та непатогенними збудниками.
Аналізуючи отримані дані, можна дати комплексну патогенетичну оцінку функціонування імунної системи у жінок хворих на ХСО, виявити механізм їх розвитку (рис.6.1).
Дані про структурно-функціональний стан імунної системи та цитокіновий статус при ХСО дозволили обґрунтувати концептуальну модель імунопатологічних механізмів інгібування клітинної ланки імунітету та неспецифічної резистентності. Її основні положення зводяться до того, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Тривала продукція прозапальних цитокінів приводить до виснаження клітинної ланки імунітету, інгібування процесів неспецифічного захисту організму. Ці процеси є вирішальними у формуванні імунопатологічних механізмів супресії клітинного імунітету на етапах диференціювання та проліферації Т-клітин.
На підставі отриманих даних можна констатувати, що основою розвитку ХСО є імунні порушення. У процесі захворювання розвивається вторинний цитокінзалежний імунодефіцит. 
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Рис. 6.1 Модель імунопатогенезу ХСО
РОЗДІЛ 7

МЕХАНІЗМ ДІЇ КОМБІНОВАНОЇ ТЕРАПІЇ НА ІМУННИЙ СТАН ЖІНОК ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ
Патологічні стани, що обумовлені або супроводжуються вторинною імунною недостатністю, вимагають адекватної імунокорекції. При незбалансованій компенсаторній протизапальній відповіді показано застосування препаратів із прозапальною активністю, що поряд з посиленням неспецифічних механізмів протиінфекційного захисту ефективно стимулюють розвиток специфічної імунної відповіді й активують репаративні процеси в ушкоджених тканинах.

При запальному процесі основною рисою всієї сукупності змін обміну речовин є сполучення гіперпотреби організму в різних субстратах для адаптації до підвищених витрат енергії, тобто гіперкатаболізм, що є сумарною метаболічною відповіддю організму на генералізовану запальну реакцію. З метою неспецифічної терапії для нормалізації клітинного метаболізму, ослаблення токсичних проявів клінічних ізолятів, підвищення ефективності антибактеріальних препаратів, до протимікробної терапії необхідно підключати імунокорегуючу терапію. 

Вибір антибактеріальних препаратів повинен бути обумовлений фармакокінетикою й антибіотикочутливістю збудників ХСО. Перевагою цефалоспоринових препаратів є поліпшена активність у відношенні грампозитивної, грамнегативної флори й патогенних анаеробів. 

Сучасні підходи до лікування пацієнток хворих на ХСО повинні враховувати комплексне застосування етіотропної, патогенетичної та симптоматичної терапії. Таким чином, корекція дисбіотичних порушень повинна передбачати включення до складу комплексного лікування препаратів, які сприяють відновленню мікроекології та нормалізації системи місцевого імунітету. Найбільш перспективною групою лікарських засобів, механізм дії яких спрямований на відновлення колонізаційної резистентності в цілому, можна вважати імуномодулятори бактеріального походження. Відмінною рисою цих препаратів є комплексність й збалансованість дії при відсутності побічних ефектів, які характерні для антимікробних препаратів. 

Після проведення терапії в 1 групі жінок відмічались зміни, що стосувались зменшення скарг на болі в ділянці малого тазу в 1,2 рази (57,1%), болі в поперековій ділянці в 1,2 рази (42,8%), слизово-гнійних виділень з піхви в 1,4 рази (42,8%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів в 1,8 рази (17,4%), порушення менструального циклу в 1,4 рази (28,6%). Після отримання комбінованої терапії у жінок хворих на ХСО 2 групи відмічалось покращення загального стану завдяки зменшення скарг наболі в ділянці малого тазу в 3,7 рази (25,7%), болі в поперековій ділянці в 1,7 рази (37,1%), слизово-гнійних виділень зі статевих шляхів у 4,7 рази (17,1%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів в 3 рази (11,4%), порушення менструального циклу в 2 рази (31,4%). 
При об'єктивному огляді виявлялось збільшення придатків матки лише у 9 жінок з 1 групи дослідження, що склало 12,8%, що є у 2,4 рази менше від вихідних даних. При об'єктивному дослідженні визначалось збільшення придатків матки лише у 5 жінок з 2 групи дослідження, що склало 14,2%, що є у 2,4 рази менше від вихідних даних. Злуковий процес у малому тазі за УЗД виявлявся лише у 15,7% жінок з обох груп, в 1,3 рази результат краще ніж до терапії. 

За 3 роки спостереження за жінками хворих на ХСО обох груп відмічалось загострення захворювання в 1 групі у 11 жінок (31,4%), в 2 групі у 6 жінок (17,4%). Все це відображає покращення соматичного стану жінок, особливо другої групи, завдяки зменшенню скарг та більш виражених кількісно-якісних змін за даними додаткових методів дослідження.

При застосуванні комбінованої терапії пацієнткам 2 групи хворих на ХСО, було встановлено, що показники місцевого імунітету поліпшувались, але відрізнялись від контрольної групи пацієнток. Так, рівні лізоциму й sIgA збільшувались, а вміст муцину у цервікальному й вагінальному секретах зменшувались. У той же час рівень секреторного С3 компоненту комплемента підвищувався у 2,17 рази, що свідчило про активне відновлення факторів місцевого імунітету в піхві (табл. 4.1).
Результати дослідження показали, що стан системи неспецифічного захисту, у тому числі й фагоцитарної системи пацієнток хворих на ХСО, яким призначили схему комбінованої терапії, стабілізувався. Підвищувались показники фагоцитарного індексу й фагоцитарне число (рис. 7.1).
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Рис. 7.1 Стан фагоцитозу пацієнток хворих наХСО при комбінованій терапії (ФІ, %; ФЧ, од.), р<0,05

При дослідженні стану системного імунітету й цитокінового статусу у 2 групі було встановлено, що всі досліджувані показники змінювались. Так, рівні CD3+ и CD8+ помітно підвищувались (56,2±3,12 й 22,12±3,26% відповідно) порівняно зі станом до терапії, параметри CD19+ (11,38±3,29%), CD22+ (12,9±1,57%) відповідали параметрам контрольної групи. Аналізуючи субпопуляційний склад лімфоцитів, необхідно зазначити стан кілерної ланки. До терапії відмічалось достовірне зниження кількості натуральних кілерів (CD57+ - 13,69±1,35%), а при застосуванні запропонованої схеми терапії цей показник збільшувався й складав 13,17±1,93 %. При застосуванні стандартної схеми терапії у 1 групі не відмічались зміни імунологічних показників в порівнянні зі змінами у 2 групі (табл. 7.1). 

Таблиця 7.1
Стан клітинного імунітету пацієнток хворих на ХСО при застосуванні комбінованої терапії

	Показник
	Контрольна група
	1 група
	2 група

	
	
	до терапії
	після терапії
	до терапії
	після терапії

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Лейкоцити, х109/л
	8,9±0,53
	5,7±0,51*
	5,8±0,6*
	6,4±0,52**
	6,5±0,51**

	Лімфоцити, х109/л
	3,44±0,13
	1,27±0,12*
	1,77±0,2*
	1,86±0,12*
	2,15±0,15*٭

	CD3+, %
	71,55±3,72
	45,3±3,21*
	49,4±3,1*
	51,2±3,15*
	56,2±3,12*◙

	CD4+, %
	54,78±3,23
	22,6±3,23*
	23,7±3,1*
	25,4±3,26*
	41,4±3,22*٭

	CD8+, %
	28,83±4,37
	15,8±3,28#
	17,4±3,1#
	16,49±3,12#
	22,12±3,26

	CD4+/CD8+, %
	1,90±0,11
	1,43±0,13**
	1,5±0,2**
	1,54±0,12#
	1,87±0,13◙

	CD19+, %
	12,11±3,83
	11,12±3,26
	11,14±3,5
	11,86±3,15
	11,38±3,29

	CD22+, %
	13,5±1,81
	12,4±1,57
	12,1±1,0
	12,9±1,51
	12,9±1,57

	CD57+, %
	14,5±1,75
	12,63±1,54
	12,78±1,2
	13,69±1,35
	13,17±1,93


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою;
٭р<0,001; •р<0,01; ◙ р<0,05 порівняно з показниками до терапії.

Щодо стану цитокінового балансу, то показник TNF-α знижувався порівняно з таким до терапії, однак залишався підвищеним порівняно з контрольною групою.

Одним із цитокінів, що обумовлюють розвиток аутоімунних процесів в організмі, є TGF-β. Так, за результатами наших досліджень рівень TGF-β у пацієнток хворих наХСО 2 групи в результаті комбінованої терапії підвищився у 4,6 рази. У 2 групі відмічалося виражене збільшення протизапальних цитокінів  на тлі зниження прозапальних цитокінів та незначна зміна показників у 1 групі (табл. 7.2).
Таблиця 7.2

Показники цитокінового статусу пацієнток хворих на ХСО при терапії 

	Показник

пг/мл
	Контрольнагрупа
	1 група
	2 група

	
	
	до терапії
	після терапії
	до терапії
	після терапії

	TNF-α
	42,57±2,5
	91,5(5,6*
	82,4(3,2*
	90,5(6,6*
	59,25(2,4*٭

	IL-1β
	27,67±1,3
	48,2(2,9*
	45,1(1,8*
	58,2(1,9*
	37,32(1,4*•

	IL-6
	39,96±2,1
	99,7(1,9*
	82,9(1,4*•
	99,9(1,7*
	52,51(1,9*٭

	IL-4
	43,11±3,4
	36,16(4,2#
	37,2(2,2#
	36,10(4,8#
	39,9(1,5•

	TGF β (нг/мл)
	18,2 ±09
	3,22 ±0,6*
	5,12 ±0,7*
	3,2 ±0,62*
	14,8 ±1,2#◙


Примітка: *р<0,001; **р<0,01; # р<0,05 порівняно з контрольною групою;

٭р<0,001;•р<0,01;◙ р<0,05 порівняно з показниками до терапії.

Стан репродуктивного здоров’я жінок 1 та 2 групи за 3 роки дослідження повністю оцінити не виявляється за можливе, тому що 11 жінок (15,7%) отримали вагітність при використанні ВРТ, 14 жінок (20%) завагітніли природним шляхом, а решта жінок з дослідних груп  за індивідуальними причинами не були зацікавлені у вагітності.
Аналіз даних, які одержали, свідчить про те, що терапія пацієнток хворих наХСО за запропонованою схемою призводить до відновлення функцій як місцевого, так і загального імунітету. Застосування комбінованої терапії виявилося найбільш раціональним та ефективним.
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АЛГОРИТМИ ДІАГНОСТИЧНИХ КРИТЕРІЇВ ТА ОПТИМАЛЬНІ СХЕМИ КОМБІНОВАНОЇ ТЕРАПІЇ ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ

При лікуванні хворих на ХСО існуть стандарти дослідження та лікування. Перш за все виконується первинне обстеження: збір анамнезу, піхвове дослідження, загальне клініко-лабораторне обстеження, УЗД. При отрамані результатів обстеження проводиться лікування та профілактика подальших рецидивів захворювання: антибактеріальна терапія, нестероїдні протизапальні препарати, ензимотерапія, препарати, що покращують мікроциркуляцію, еубіотики та пробіотики, вітамінотерапія, фізіотерапія, санаторно-курортне лікування, раціональне харчування.На основі отриманих даних дисертаційного дослідження необхідно дотримуватись алгоритму ведення пацієнток з запальними захворюваннями з урахуванням мікробіологічних та імунологічних змін для комплексного підходу до данної проблеми (рис. 8.1).
	Первинне обстеження:

	· загальне клініко-лабораторне обстеження з визначенням здатності мікроорганізмів утворювати біоплівки та дослідженням чутливості та резистентності до антибактеріальних препаратів;

· імунологічне дослідження з визначенням розширеної імунограми та нейтрофільними позаклітинними пастоками

	

	Постановка діагнозу

	

	Патогенетична терапія

	

	1-й етап: Імунокорегуюча терапія після визначення імунного статусу.

	2-й етап:Антибактеріальна терапія після дослідженнячутливості та резистентності до антибактеріальних препаратів;


Рис. 8.1 Алгоритм ведення хворих на запальні захворювання органів малого тазу
Своєчасна діагностика ХСО важлива, оскільки швидке призначення комбінованої терапії із застосуванням антимікробнихй імуномоделюючих засобів може запобігти розвитку ускладнень. Тому на підставі проведених досліджень був розроблений діагностичний алгоритм (рис. 8.2).

Рис. 8.2  Алгоритм діагностики ХСО у пацієнток
Дуже важливим є використання комбінованої індивідуальної терапії (рис. 8.3), так як при ХСО імунна система в значній мірі ослаблена за рахунок патогенної дії етіологічних чинників.












Рис. 8.3 Алгоритм терапії хворих на ХСО (індивідуальний підхід)
Таким чином, при веденні пацієнток хворих наХСО з метою індивідуалізації лікувальної тактики доцільним є виділення збудника, встановлення рівню антибіотикорезистентності, тестування ізолятів на здатність до біоплівкоутворення та визначення адгезивної активності ізоляту; адекватність антибактеріальної терапії: її режим і своєчасність. З метою діагностики і оцінки місцевого імуного статусу доцільним є визначення в цервікальному й вагінальному секретах рівнів IgA, муцину, фагоцитарної активності нейтрофілів й функціональної активності екстрацелюлярних позаклітинних пасток, а також системної імунної відповіді, тобто визначення показників клітинної й гуморальної ланок імунітету й  цитокінового статусу. Хоча до цих пір не синтезований препарат, що впливає на всіх без винятку збудників запальних захворювань статевих органів, уже зараз пропонована комплексна терапія, яка здатна забезпечити значний прогрес у вирішенні складної проблеми поліпрагмазії при лікуванні генітальних інфекцій. 
На підставі отриманих результатів дисертаційного дослідження по корекції імунологічних порушень при ХСО обґрунтована висока ефективність використання в комбінованій терапії імуномоделюючих біологічних препаратів, активною речевиною яких є α-2 інтерферон у дозі  500000 МО  2 раза на добу через 12 годин, курс лікування 10 днів. 
Таким чином включення а-інтерферона в комбіновану терапію ХСО сприяєвідновленню функції основних ланок місцевого імунітету, зниженню тривалості і важкості запальної реакції, частоти розвитку ускладнень і хронізації захворювання, скороченню тривалості захворювання і збільшенню тривалості ремісіїза умов коректної антибіотикотерапії.
Звідси випливає, що імунокорекція є необхідною ланкою комплексної терапії ХСО, особливо при їх хронічному перебігу. Своєчасне і правильне призначення імунотропних препаратів сприяє формуванню стійкої ремісії і служить ефективною профілактикою розвитку ускладнень.
До основних принципів імунотерапії необхидно віднести раннє призначення імуномодуляторів одночасно з базовою терапією та необхідність імунокорекції при хронічних формах сальпінгоофоритадля відновлення імунологічної резистентності без надмірної стимуляції. Комбінований підхід терапії кожного хворого повинен бути індивідульним в залежності від виявлених порушень імуного, цитокінового статусів, отриманих мікробних асоціацій та їх чутливості до препаратів.
При лікуванні клінічний ефект залежить від успішного вирішення наступних завдань: досягнення протизапального ефекту; підвищення активності компенсаторно-захисних механізмів; попередження загострень запалення; відновлення порушених функцій статевої системи; ліквідація вторинних системних порушень і супутніх захворювань. Успішне вирішення вказаних задач можливе тільки при визначеній систематизації і плановості терапевтичних заходів.

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

При аналізі клініко-анамнестичних даних жінок хворих на ХСО встановлено, що в 1 групі жінки пред'являли скарги на болі в ділянці малого тазу (71,4%), болі в поперековій ділянці (54,2%), слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів (60,0%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів (31,4%), порушення менструального циклу (40,0%). При об'єктивному огляді жінок 1 групи виявлено збільшення придатків матки у 31,4% жінок. При УЗД виявлено злуковий процес у малому тазі у 20,0 % жінок 1 групи. У 2 групі жінки пред'являли скарги на болі в ділянці малого тазу (94,2%), болі в поперековій ділянці (62,8%), слизово-гнійні виділення зі статевих шляхів (80,0%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів (34,2%), порушення менструального циклу (65,7%). Приоб'єктивномуогляді жінок 2 групи виявлено збільшення придатків матки у 34,2% жінок.% жінок. При УЗД жінок 2 групи виявлявся злуковий процес умаломутазіу 22,8 % жінок. Безпліддям страждали всі обстежені жінки. У 8 (11,4%) жінок ці скарги виникали до  3 епізодів за весь період захворювання, у 62 (88,6%) пацієнток скарги виникали більше 3 епізодів на протязі життя.
При виконанні колірного допплерівського картирування у таких пацієнток спостерігалося підвищення судинного опору кровообігу яєчників за рахунок збільшення індекса резистентності (ІР) та індекса пульсативності (ІП) в яєчниковій артерії. У 10 (28,5%) жінок 1 групи ІР склав 0,9(0,22, р(0,05, ІП – 2,4(0,19, р(0,05. При дослідженні 18 (51,4%) жінок 2 групи ІР склав 1,1(0,39, р(0,05, ІП – 2,8(0,42, р(0,05. У 3 (8,7%) жінок з епізодами захворювання до 3 разів ІР склав 0,87(0,2, р(0,05, ІП – 2,3(0,19, р(0,05, а у 11 (31,4%) жінок з епізодами захворювання більше 3 на протязі життя ІР склав 1,0(0,13, р(0,05, ІП – 2,6(0,34, р(0,05. Таким чином чим більш давнім був запальний процес, тим показники судинного опору були більш підвищеними. При об'єктивному огляді виявлено збільшення придатків матки у 57,1 % випадків. 
Дослідження гормонального профілю дозволило встановити двохфазний цикл у 4 жінок хворих на ХСО 1 групи (11,4 %) й у 8 жінок 2 групи (22,8%), що є значно рідшим порівняно з контрольною групою – у 28 жінок (80%).
При визначенні гормонального гомеостазу в усіх групах пацієнток виявлено, що продукція гонадотропних гормонів гіпофізу, які регулюють стероідогенез яєчників була дещо знижена. Так, у всіх фазах менструального циклу виявлені значення ФСГ й ЛГ на нижній межі контрольних значень, однак спостерігалися та піки секреції цих гормонів в фазу овуляції (ФСГ – 10,4±1,2 МОд/л й 6,3±0,5 МОд/л та ЛГ – 11,2±1,1 МОд/л й 9,8±0,6 МОд/л відповідно, р<0,05). 

Середні значення концентрації Прл у групах дослідження перевищували контрольні значення й складали: у пацієнток 1 групи – 605,23±6,8 мМОд/л та 2 групи – 612,5±7,4 мМОд/л відповідно, р<0,05. Отже, виявлена незначна дисфункція центральної регуляторної ланки репродуктивної системи може бути одним з факторів порушення процесів фолікулогенезу, що є однією з причин зниження репродуктивного потенціалу у пацієнток хворих на ХСО.

При аналізі даних про вміст гормонів яєчників було визначено, що середні концентрації як Е2, так й Пг у пацієнток 1 групи знаходились в межах контрольних показників, а у пацієнток 2 групи знижені у всіх фазах менструального циклу. Так, стан гіпоестрагенії спостерігався у 94,3 % пацієнток 2 групи. Гіпопрогестеронемія спостерігалася у пацієнток 2 групи  тільки у лютеїновій фазі циклу й складала 6,8±1,3 проти 7,5 нмоль/л нижньої межі нормального значення, тобто є тенденція до зниження яєчникового стероїдогенезу.

Секреція вільного Тс знаходилася у межах нормальних значень, хоча у пацієнток 2-ї групи цей показник був значно вищий, ніж у пацієнток 1-ї й 3 контрольної групи (4,42±0,6; 2,28±0,4 й 1,34±0,2 нмоль/л відповідно, р<0,05).

В процесі роботи було досліджено й рівень Кр в системному кровообігу: у всіх пацієнток цей показник знаходився у межах фізіологічної норми. Рівень ТТГ знижений у пацієнток дослідних груп (0,09±0,001 й 0,01±0,001 мкМОд/мл, р<0,05) порівняно з контролем (0,23±0,05 мкМОд/мл, р<0,05). Необхідно відмітити той факт, що підвищений рівень Прл супроводжувався зниженим рівнем ТТГ у пацієнток дослідних груп, особливо 2 групи, порівняно з контрольною групою, що свідчить про компенсовану функцію стрес-реалізуючої системи у пацієнток хворих на ХСО.

Розглядаючи вплив незначної гіперсекреції пролактину на функцію яєчників, слід звернути увагу на м’яке пригнічення в умовах гіперпролактинемії дії гонадотропінів на яєчники, що підтверджується зниженою продукцією естрогенів.
Крім того, на яєчниковому рівні м’яка гіперпролактинемія знижує відповідь на стимуляцію ЛГ, що призводить до зниження концентрації ПРГ. За результатами досліджень, тенденція до зниження рівня естрогенів й прогестерону у пацієнток хворих на ХСО на фоні гіперпролактинемії більш виражений, ніж при нормальному рівні пролактину.
Таким чином, на підставі отриманих даних можна зробити висновок про те, що у жінокхворих наХСО в анамнезі та у міру збільшення епізодів загострення захворювання збільшується можливістьхронізації процесу та розвитку такого ускладнення, як безпліддя, що підтверджується при колірному допплерівському картируванні за даними історії карт хвороби, але це не було завданням дослідження та в подальшому не мало остаточного підтвердження.
При вивченні маркерів запалення: СРБ й ГГ, які відносяться до білків гострої фази запалення, було встановлено, що їх рівні дещо підвищені: СРБ - у пацієнток 1 групи в 2,4 рази (5,1±0,6 мг/л), а 2-ї групи – в 2,5 рази (5,4±0,8 мг/л), ГГ -  у пацієнток 1 групи в 2 рази (3,8±0,5 г/л), а 2-ї групи – в 2,9 рази (5,6±0,7 г/л) порівняно з такими у жінок контрольної групи (2,1±0,09 мг/л та 1,9±0,03 г/л відповідно)  та помірне зниження показників СРБ та ГГ після лікування у пацієнток 1 групи (4,8±0,4 мг/л й 3,0±0,6 г/л), значне зниження у пацієнток 2 групи (3,0±0,3 мг/л й 2,1±0,4 г/л).
При вивченні факторів неспецифічного захисту при ХСО було встановлено, що у пацієнток 1 та 2 груп була знижена кількість sIgA й пригнічена продукція лізоциму. Слід зазначити, що у контрольній групі пацієнтів вміст sIgA з віком достовірно зростав, у той час як в групах хворих на ХСО цього не відбувалося.
Аналіз даних біологічних властивостей цервікального та вагінального секрету показав зниження лізоцимної активності у пацієнток 1 групи (386,2±5,1 й 371,4±5,3 мкг/мл, р<0,05) й 2 групи (346,5±23,4 й 338,1±26,2 мкг/мл, р<0,05) відповідно порівняно з групою жінок без ХСО (1294,8±54,9 й 938,1±49,6 мкг/мл, р<0,05). Позитивна реакція на СРБ була виявлена у високих концентраціях у пацієнток 1 групи (2,16±0,31 й 2,34±0,3ум.од. відповідно, р<0,05).
При вивченні маркерів запалення: СРБ й ГГ, які відносяться до білків гострої фази запалення, а СРБ, насамперед, приймає участь у регуляції функції імунокомпетентних клітин – моноцитів, Т-клітин, натуральних кілерів, клітин супресорів і нуль-клітин за рахунок зв`язування з Fc-рецептором на поверхні вказаних клітин, було встановлено, що їх рівні дещо підвищені: СРБ – у пацієнток 1 групи в 2,4 рази (5,1±0,6 мг/л), а 2-ї групи – в 2,5 рази (5,4±0,8 мг/л), ГГ -  у пацієнток 1 групи в 2 рази (3,8±0,5 г/л), а 2-ї групи – в 2,9 рази (5,6±0,7 г/л) порівняно з такими у жінок контрольної групи (2,1±0,09 мг/л та 1,9±0,03 г/л відповідно)  та помірне зниження показників СРБ та ГГ після лікування у пацієнток 1 групи (4,8±0,4 мг/л й 3,0±0,6 г/л), значне зниження у пацієнток 2 групи (3,0±0,3 мг/л й 2,1±0,4 г/л).
Гострофазова відповідь є сукупністю локальних і системних реакцій організму на тканинне пошкодження, що було викликано різноманітними причинами. Місцеві реакції, які протікають безпосередньо після тканинного ушкодження, включають вазодилятацію, підвищення проникності стінок судин, агрегацію тромбоцитів і утворення кров`яного згустку, накопичення нейтрофілів і макрофагів в осередку ушкодження, звільнення протеаз та інших лізосомальних ферментів, стимуляцію фібробластів й утворення медіаторів, що попадають у кровоток і впливають на органні системи, викликаючи системні реакції [11, 15, 29, 37]. Особливості перебігу гострофазової відповіді при ХСО присвячені одиничні дослідження. Проте вони дозволяють виявити суттєві закономірності. Ініціатором процесу є CPБ, який запускає комплементний каскад, далі проходить елімінація уламків клітин, а потім під контролем інгібіторів протеаз – сполучної тканини. 

Серед факторів неспецифічного захисту піхви велике значення має вміст муцину. В результаті дослідження встановлено, що підвищення вмісту муцина у цервікальному й вагінальному секреті склало: в осіб 1 групи (30,62±0,58 й 29,92±0,65 ум.од., р<0,05) та восіб 2 групи – 26,21±0,44 й 21,39±0,36 ум.од. відповідно порівняно з 3 контрольною групою жінок (15,48±0,26 й 13,42±0,53 ум.од., р<0,05). В результаті проведеної комплексної терапії у жінок 2 групи вміст муцину в цервікальному й вагінальному секретах склав 16,22±0,63 й 14,51±0,81відповідно, р<0,05.
Одержані дані свідчать про наявність прямого взаємозв´язку між показниками гінекологічного статусу й основними біологічними компонентами цервікального та вагінального секретів. У пацієнток хворих на ХСО в анамнезі гінекологічний статус супроводжується зменшенням активності лізоциму, підвищенням секреції муцину й вмісту СРБ.

Одним із важливих аспектів функціонування клітин, які забезпечують захисні властивості організму, є фагоцитоз. Перебіг фагоцитозу проявляється у часі, однак, на сучасному етапі досліджується не сам процес, а його результат – доля фагоцитуючих клітин, кількість часток, що поглинають клітини, ступінь завершеності фагоцитозу, його інтенсивність. Фагоцитарна активність нейтрофілів звичайно підвищується на початку розвитку запального процесу. Її зниження веде до підтримання аутоімунного процесу, тому що при цьому порушується функція руйнування і виведення імунних комплексів з організму.
Фагоцитарна активність нейтрофілів звичайно підвищується на початку розвитку запального процесу. Її зниження веде до підтримання аутоімунного процесу, тому що при цьому порушується функція руйнування і виведення імунних комплексів з організму. Фагоцитарна кількість нейтрофілів цервікального та вагінального секрету 1 групи (2,2 ± 0,32 й 2,9±0,34 од.) та їх поглинальна здатність - 48,1±2,3% й 50,1±2,1%, р<0,001до лікування нижче за даними після отриманого лікування. У 2 групі фагоцитарна кількість нейтрофілів цервікального та вагінального секрету склала (2,3±0,31 й 2,5±0,28 од. р<0,05, р<0,01 відповідно),  їх ФІ – 42,6±2,5% й 46,5±2,1%, р<0,001 до лікування відповідно, були нижче контрольних значень (6,9±0,5% й 7,7±0,4% відповідно). Після проведеного лікування у 2 групі виявлено значне покращення показників, а саме ФЧ став дорівнювати 6,1±0,3 й 6,4±0,2од., р<0,05,  р<0,001 відповідно, а ФІ склав 76,6±1,3%, р<0,001  й 78,2±3,3%, р<0,05   відповідно.
При визначенні нейтрофільної  колонізаційної резистентності слизових оболонок нижніх відділів репродуктивної системи у жінок хворих наХСО було вивчено загальний вміст й функціональну активність нейтрофілів порівняно з контрольною групою.
В результаті проведених досліджень встановлено, що у цервікальному і вагінальному секретах зустрічалися еозинофіли, макрофаги, базофіли і лімфоцити, але домінуючими клітинами були нейтрофіли. При вивченні функціональної активності нейтрофілів встановлено, що нейтрофіли секретів нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу, причому у нейтрофілів цервікального секрету ця функція проявляється сильніше, ніж у гранулоцитів піхви.
В останні роки показано, що навіть після своєї загибелі нейтрофіли можуть виконувати антимікробну функцію за рахунок утворення позаклітинних пасток. Порівнюючи фагоцитарну активність незмінених нейтрофілів та ефективність уловлювання бактерій в нейтрофільних пастках, визначили, що сітки нейтрофілів, які розташовані позаклітинно, здатні затримати більше, ніж сам нейтрофіл, антигенів. При люмінісцентному дослідженні препаратів зафарбованих акрідіновим помаранчевим встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються. Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина, вловлювати і частинки латексу, і будь-який антиген.

У результаті проведеного дослідження встановлено, що у жінок 1 групизначення інтенсивності фагоцитозу після застосування терапії становило у цервікальному секреті: для латексу – 2,3±0,18 од., р<0,05, для E. coli–2,4±0,16 од., р<0,05  і для S. aureus – 3,0±0,18 од., р<0,05 , що в середньому в 1,4рази нижче вмісту антигенів в NETs відповідно для латексу – 4,1±0,38 од., р<0,05, для клітин E. coli–4,3±0,16 од., р<0,05 і для клітин S. aureus – 4,5±0,19 од., р<0,05.Аналогічні результати виявлені при дослідженні фагоцитарного числа та кількості антигенів в NETs у вагінальному секреті: для латексу –2,7±0,14 од., р<0,05 , для E. coli–2,5±0,16 од., р<0,05  і для S. aureus – 2,9±0,18 од., р<0,05, що в середньому в 1,2 рази нижче вмісту антигенів в NETs відповідно для латексу – 6,2±0,27 од., р<0,05, для клітин E. coli – 6,5±0,25 од., р<0,05 і для клітин S.aureus – 7,1±0,29 од., р<0,05.
Проведені дослідження щодо вмісту антигенів в нейтрофілах цервікального та вагінального секретах жінок 2 групи після лікування дозволило встановити, що кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках перевищувала аналогічні показники у жінок 1 групи  в середньому у 2 рази.

Таким чином, бактеріальні й грибкові агенти стимулюють утворення екстрацелюлярних пасток, при цьому нейтрофіл втрачає життєздатність, але продовжує виконувати захисну функцію. Екстрацелюлярні пастки утворюються після реалізації біологічної програми нейтрофілів, тобто після їх загибелі шляхом некрозу або апоптозу. Нейтрофільні екстрацелюлярні пастки, що утворюються в цервікальному каналі, здатні затримувати не тільки мікроорганізми, а й сперматозоїди, тим самим перешкоджаючи їх проникненню й заплідненню. Це підтверджує необхідність вивчення функціонального статусу нейтрофілів цервікального й вігінального секрету й розробки методів експрес – діагностики та терапії при активації фізіологічної загибелі нейтрофілів.
В результаті вивчення загального стану імунітету організму при ХСО було встановлено, що в 1 та 2 групах характерне достовірне зниження кількості лейкоцитів й лімфоцитів у периферичній крові. Слід відмітити, що лімфопенія у пацієнток хворих на ХСО в анамнезі була не тільки абсолютною, але й відносною. Субпопуляційний аналіз лімфоцитів показав, що лімфопенія супроводжувалась вираженим зниженням вмісту окремих субпопуляцій цих клітин. Так, у всіх пацієнток з ХСО було достовірно знижено кількість всіх вивчених субпопуляцій Т-лімфоцитів з маркерами диференціації CD3+, CD4+, CD8+. Співвідношення CD4+/CD8+ також було достовірно нижче, ніж у контролі. 
Отже, проведені імунологічні дослідження дозволили встановити, порівняно з контрольною групою, наступні показники: у пацієнток 1 та 2 групи змінюються параметри клітинного імунітету: статистично значущі зміни відмічалися за кількістю CD3+: 45,3±3,2 й 51,2±3,15% відповідно (р<0,05). Відмічалося достовірне зниження CD4+ – 22,6±3,2 й 25,4±3,26% і CD8+ – лімфоцитів: 15,8±3,28 й 16,49±3,12% відповідно (р<0,05). 

Поряд з пригніченням Т-системи спостерігалося зниження й кількості В-лімфоцитів CD19+, CD22+, що є ключовими рецепторами, які модулюють проходження сигналу під час антигенної стимуляції. Аналізуючи субпопуляційний склад лімфоцитів можна відмітити стан кілерної ланки: зниження кількості натуральних кілерів CD57+. 

Провідна роль у патогенезі ХСО належить медіаторам запалення, які утворюються в організмі у відповідь на фактори агресії, що виробляють мікроорганізми. При визначенні цитокінового статусу встановлено, що у пацієнток хворих на ХСО зафіксовано достовірне підвищення концентрацій IL-1β, IL-6 і TNF-( (р(0,001) порівняно з контрольною групою, а рівень протизапального інтерлейкіну IL-4 був достовірно знижений (р(0,05). Середні рівні прозапальних цитокінів пацієнток з ХСО в анамнезі достовірно перевищували нормальні показники, а протизапальних були значно знижені порівняно з контрольною групою, тобто спостерігався дисбаланс цитокінового статусу. Активність IL-6, TNF- і IL-1β у сироватці крові значно відрізнялася від аналогічних показників 3 контрольної групи. Найбільш високий рівень IL-6 був виявлений у пацієнток 1 групи, різниця його вмісту, порівняно з контрольною групою, була достовірною, як і у пацієнток 2 групи. 
На сьогодні TNF-є ключовий медіатор формування та прогресування запальних уражень тканин, а підвищення його системної продукції є однією з важливих детермінант дестабілізації клітин. Підвищення рівня TNF-, більш за все пов´язано з посиленням експресії цього цитокіну патогенами. 

Одним з цитокінів, що обумовлюють розвиток аутоімунних процесів у організмі, є TGF-β, який виробляється активованими Т-лімфоцитами, тромбоцитами в неактивній формі. При дії TGF-β на імунну систему переважають інгібуючі ефекти. Фактор пригнічує гемопоез, синтез запальних цитокінів, відповідь лімфоцитів на IL-4, формування цитотоксичних NK- і Т-клітин. Він посилює синтез білків міжклітинного матриксу. 

У відношенні поліморфоядерних лейкоцитів TGF-β виступає як антагоніст запальних цитокінів. Виключення гену TGF-β призводить до розвитку фатальної генералізованої запальної патології, в основі якої є аутоімунний процес. Таким чином, TGF-β є елементом зворотньої регуляції імунної відповіді.

Безумовно, у пацієнток хвори наХСО підвищення кількості цитокінів викликає й підвищена секреція запальних медіаторів, що обумовлена запальним процесом. Виникнення запалення в прогресуванні патологічних уражень та їх дестабілізація, мабуть, і є домінуючим фактором у посиленні системної продукції цитокінів при ХСО. Цитокіновий профіль у пацієнток 1 групи суттєво не відрізнявся від виявлених порушень у пацієнток 2 групи, та не залежив від вираженості запального процесу.

При активації системи комплемента ключовим компонентом є С3-компонент, продукт розщеплення якого С3b активує термінальні компоненти мембранатакуючого комплексу, рівні С3 й С5 компонентів комплементапри обстеженні знижені у пацієнток 1 групи в 4,5 і 3,5 рази відповідно (10,2±1,7%; 22,4(0,8%) та у пацієнток 2 групи в 3,4 й 2,8 рази відповідно (13,4±1,2%; 28,7±0,9%), що пов´язано з наявністю таких факторів агресії патогенів, як: протеїнкіназа, яка руйнує С5 фракції комплемента, тейхоєва кислота, що здатна зв´язувати С3 – конвертазу комплемента, Fc-реактивний фактор, що перешкоджає активації системи комплемента в цілому. Завдяки отриманій імунокорегуючій терапії у 2 групі жінок рівень компонентів комплементу значне збільшився та став приблизним до рівня контролю (40,1±1,2%; 68,9(0,6% відповідно).
Оскільки провідною ланкою імунного захисту є фагоцитарна ланка і їй належить значна роль у забезпеченні реакцій при запальних процесах, необхідна корекція саме цієї ланки імунітету. Недостатня активність фагоцитозу виявилася характерною для всіх обстежених та більш ніж у половини з них поєднувалась зі зниженням інтенсивності фагоцитозу. 
При ХСО виявлено достовірне збільшення титру ЦІК в основних групах у порівняні з контрольною групою. Ці показники вказують на неповноцінність клітин, що фагоцитують на фоні тривалої персистенції антигену в організмі, що підтверджується високим бактеріальним обсіменінням піхви. Паралельно з високим вмістом ЦІК у цих хворих відмічалось зниження комплементарної активності, що може бути пов’язано з факторами агресії патогенів.

При вивченні гуморальної імунної відповіді виявлені статистично достовірні зміни, які характеризувалися зниженими критеріями абсолютного числа В-лімфоцитів з фенотипом CD22+, низькими показниками компонентів комплемента. Аналіз рівнів імуноглобулінів дозволив встановити, що показник сироваткового IgА суттєво не відрізнявся, а IgG був достовірно підвищений. Було встановлено дефіцит CH50. Достовірно показано участь СН50 в механізмах елімінації ЦІК, що перешкоджає надмірному накопиченню імунних комплексів і, відповідно, пошкодженню органів і тканин. Тому даний дефект імунної відповіді можна розцінити як результат, з одного боку, порушення секретуючої функції макрофагів, що виробляють CH50, і, з іншого боку, надмірного споживання комплемента при підвищеній продукції імуноглобулінів (перш за все IgG), а також при утворенні ЦІК. 

Відповідно, не викликає сумніву, що пригнічення фагоцитарної ланки і дисбаланс рівня імуноглобулінів у сироватці впливають на характер виявлених порушень системи комплемента, але вирішального значення надає активація антитілоутворення, зокрема, імуноглобулінів класу G. Здатність В-лімфоцитів до переключення синтезу класів антитіл обумовлена міжклітинною взаємодією за участю ряду цитокінів. Цитотоксична дія патогенів на лімфоцити, що призводить до лімфопенії, може свідчити про пригнічення та функціональну неповноцінність клітинної імунної відповіді в цілому. 

Крім того, були вивчені процеси апоптозу - визначалися значення специфічного поверхневого рецептора CD95+. У пацієнток 1 та 2 груп виражений дисбаланс клітинної ланки імунної системи, при якій рівень Т-лімфоцитів, що містить на поверхні своєї мембрани рецептори CD95+, значно перевищує значення контрольних, що свідчить про активацію запрограмованої загибелі лімфоцитів. Відповідно, посилення апоптозу призводить до подальших глибоких змін і прогресування вже наявного дефіциту Т-лімфоцитів, а також дисбалансу всіх ланок імунної системи у пацієнток хворих на ХСО. 

Аналізуючи отримані дані встановлено, що підвищення кількості CD95+ клітин, які є «активаторами» апоптозу, виявляє реакцію, спрямовану на загибель лімфоцитів. У той же час у пацієнток 1 й 2 груп виявлено зниження експресії маркера CD25+ на поверхні Т-клітин, що є α-ланцюгом рецептора для ІL-2. Виявлене зниження рівня імунорегуляторних CD4+ й CD25+ T – регулюючих лімфоцитів в периферичній крові може свідчити про розвиток аутоімунного запалення. Таким чином, процеси активації апоптозу при вираженому Т-клітинному дефіциті є важливим патогенетичним аспектом розуміння формування запального процесу та діагностики хронізації запальної реакції на тлі імунологічних порушень при ХСО. 
Упроблемі ХСО дуже важливим і обов'язковим етапом єлікування дисбіозу піхви. Тому одним із завдань даного дослідження було вивчення мікробного стану жіночих статевих органів при сальпінгоофориті та стану, до якого він призводить - безплідді.
В результаті дослідження пацієнток 1 й 2 груп було встановлено порушення мікробіоценозу піхви. Аналізуючи дані, які одержали, можна довести, що найбільш частими мікроорганізмами, що були вилучені з відокремлюваного піхви, були: Peptostreptococcus spp. – 80% й 74,2%, Enterococcus – 68,6% й 57,1%, S. aureus – 62,8% й 60%, E. coli– 62,8% й 68,6%, Fusobacterium spp. – 60,0% й 57,1%;S. pyogenes – 57,1% й 60%, Candida spp. – 45,7% й 42,8%.

Дисбіотичні порушення відіграють суттєву роль у патогенезі сальпінгоофориту й поглиблюють важкість перебігу ускладнень. В результаті проведеного дослідження асоціацію грибів роду Candida із Staphylococcus було виявлено у 21,4 % випадків, Streptococcus – у 38,6 % випадків, Proteus й Staphylococcus – у 12,8%, Neisseria – 8,6 %, Neisseria й Staphylococcus – 5,7 %.
Результати проведених досліджень показали, що в 47,1 % випадків мала місце патологічна контамінація піхви грибами родини Candida. У якості асоціантів найчастіше виступали патогенні види стафіло- й стрептококів, ентеробактерії. Серед представників кокової флори виявлялися стафілококи, які зустрічалися у осіб двох досліджуваних груп, обсіменіння якими в середньому дорівнювало 1,7·105±1,2·104 і 4,1·104±1,5·103 КУО/од.суб. відповідно(р<0,05), серед яких найбільш часто був S.aureus при щільності мікробної колонізації 6,3·104±1,2·103 й 7,5·104±1,3·103 КУО/од. суб. Відповідно (р<0,05). Мікропейзаж анаеробної флориу пацієнток був різноманітним. Так, у мікрофлоріпіхви досліджуваних груп Veillonella spp. й Prevotella spp.виявлялися з обсіменінням, що дорівнює 1,8·104±1,2·104 та 2,9∙104±1,6∙103 й 1,5·104±1,6·104 та 3,7∙103±1,4∙102 КУО/од.суб. відповідно (р<0,05). Bacteroides spp. виявлявся з обсіменінням 4,4·102±1,8·101 й 1,3∙103±1,6∙102 КУО/од.суб. (р<0,05). Водночас з цим у мікробіоценозі піхви реєструвався Propionibacterium spp., щільність колонізаціїякого дорівнювала 1,9·105±1,6·104 й 5,7∙104±1,2∙103 КУО/од.суб. відповідно (р<0,05). 

Дріжджоподібні гриби роду Candida виявлені у піхві жінок з сальпінгоофоритом обох дослідних груп, причому у 2 групі обсіменінняними склало 4,4·103±2,3·103 КУО/од.суб. (р<0,05), що перевищувало відповідні показники у пацієнток 1 групи  -  2,3·103±1,1·103 КУО/од.суб. (р<0,05).
Вивчення бактеріального обсіменіння піхви пацієнток хворих на ХСО, перебіг якого різнився за часом, дозволило виявити характерні мікробіоценотичні ознаки, а саме: виявлена структурна перебудова біоценозу, яка проявляється підвищенням значущості S. aureus (82,8%), Peptostreptococcus spp. (77,1%), Enterococcus (68,6%) й E. сoli (64,3%), зменшенням домінування Lactobacillus spp. (2,8%).

Важливою особливістю мікробіоценозу піхви обстежених пацієнток є перехід у домінуючу групу мікроорганізмів дріжджоподібних грибів роду Candida. Серед додаткових видів слідвідмітити появу Enterobacter  (35,7%).
Результати проведення порівняльної оцінки чутливості до антимікробних препаратів, які найчастіше висівали у пацієнток з сальпінгоофоритом (стафілококів, стрептококів, ентеробактерій й облігатних анаеробів) показала, що частота виявлення стійких до антимікробних препаратів ізолятів стафілокока значно варіювала й залежала від тривалості процесу.
Визначення резистентності до антимікробних препаратів ізолятів показало, що всі штами були варіабельні до антимікробних препаратів, а більшість була резистентною до доксицикліну й ампіциліну та помірно стійка до гентаміцину.При визначенні чутливості ізолятів до антибактеріальних препаратів встановлено, що більшість з них були полірезистентними (90%). Відмічалась варіабельна чутливість до антимікробних препаратів, що відносяться до глікопептидів, фузидинів, рифампіцинів й лінкозамідів.

Спосіб існування мікроорганізмів у формі біоплівки створює великі проблеми в медичній практиці у зв'язку з тим, що у складі біоплівок мікроорганізми стійкі до дії дезинфікуючих речовин, антибактеріальних препаратів, антитіл і фагоцитів. Зіставлення характеристик росту у двох фізіологічних станах ізолятів дозволяє відмітити підвищення щільності біоплівки. Результати тестування ізолятів на здатність до формування біоплівок довели, що усі вилучені патогени утворювали щільну біоплівку. У результаті дослідження було становлено, що оптична щільність мікробних угрупувань збільшувалась на протязі 48 годин інкубації й була достовірно вищою, ніж у біоплівках, що утворювалися кожним асоціантом окремо. 

Аналіз результатів показав, що планктонні клітини патогенів, що тестувалися, активно формували біоплівки протягом 24 годин, а анаеробні бактерії – протягом 48 годин; за ступенем біоплівкоутворення найактивнішими були стафілококи, кишкова паличка й гриби роду кандида, актіноміцети. Дослідження чутливості мікроорганізмів у формі біоплівок до протимікробних препаратів виявило, що вони несприятливі до ХТП у терапевтичних дозуваннях. Узагальнюючи результати з вивчення антибактеріальної активності протимікробних препаратів, що використовуються в клініках, відносно штамів бактерій слід зазначити їх невисоку ефективність.

Після проведеної терапії жінок хворих на ХСО було встановлено, що оптична щільність добових біоплівок ізолятів значно знижувалась. Однак, встановлено, що після проведеної запропонованої терапії  у жінок 2 групи щільність добових біоплівок E.coli пригнічувалась у 2,9 рази, а у жінок 1 групи – у 1,9 рази; щільність добових біоплівок S. epidermidisу жінок 2 групи пригнічувалась у 5,1 раз, а у жінок 1 групи – у 2,7 рази; Enterobacter - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,5 рази, а у жінок 1 групи – у 3,4 рази; Actinomyces spp. - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,8 рази, а у жінок 1 групи – у 3,9 рази; Veillonella spp. -у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,5 рази, а у жінок 1 групи – у 3,4 рази; Enterococcus - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 6,1 рази, а у жінок 1 групи – у 4,9 рази; Micrococcus spp.  - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,1 рази, а у жінок 1 групи – у 2,3 рази; S. pyogenes - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 5,9 рази, а у жінок 1 групи – у 3,2 рази; Prevotella spp. - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 4,2 рази, а у жінок 1 групи – у 2,6 рази; Candida spp.  - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 7,5 рази, а у жінок 1 групи – у 4,1 рази; S. aureus - у жінок 2 групи щільність добових біоплівок пригнічувалась у 5,4 рази, а у жінок 1 групи – у 2,7 рази. Отже, запропонована терапія пригнічує здатність ізолятів формувати щільні біоплівки, як один з основних факторів патогенності мікроорганізмів.
Результати мікробіологічних досліджень співставляли з даними контрольної групи, що дозволило встановити: комбіноване лікування хворих на ХСО сприяло поліпшенню показників мікроекології піхви у всіх пацієнток 2 групи, що досліджувалися. Вказані зміни проявлялися підвищенням частоти висівання представників нормофлори у 94,3 % пацієнток. Що стосується відновлення нормофлори піхви, то позитивний ефект терапії проявився зниженням частоти виявлення Staphylococcus aureus з 62,8 % (6,08±1,7 lgКУО/мл, р<0,05) до 8,6 % (5,01±1,7 lgКУО/мл, р<0,05), Staphylococcus epidermidis з 5,7 % (4,07±1,89 lgКУО/мл, р<0,05) до 2,8 % (3,66±1,69 lgКУО/мл, р<0,05), припиненням висівання Streptococcus haemoliticus. На тлі вищевказаних змін мікробіоценозу спостерігалося достовірне зниження контамінації грибами роду Candida (з 51,4 % до 8,6 %; з 6,2±0,13 lgКУО/мл до 0,57±0,17 lgКУО/мл, р<0,05). У пацієнток 2 групи не виявлено умовно-патогенних бактерій кишкової групи. У пацієнток 2 групи після лікування не виявлено умовно-патогенних бактерій кишкової групи. 
Вибір антибактеріальних препаратів повинен бути обумовлений фармакокінетикою й антибіотикочутливістю збудників ХСО з урахуванням їх резистентності. Перевагою цефалоспоринових препаратів є поліпшена активність у відношенні грампозитивної, грамнегативної флори й патогенних анаеробів. 

Виявлені зміни клітинних чинників імунітету при ХСО відповідають процесам, характерним для запальних процесів в цілому: виражений дефіцит абсолютної кількості лейкоцитів, лімфоцитів, клітин з фенотипами CD3+, CD4+ і лімфоцитів з супресорною (CD8+), кілерною (CD57+) активністю, а також знижене значення показника індексу імунорегуляції (CD4+/CD8+), який є важливим показником гармонійної функції імунної системи. Аналіз особливостей цитокінової регуляції при ХСО дозволив об'єднати зміни клітинної, фагоцитарної й гуморальної ланок імунної системи в єдиний взаємопов'язаний механізм. 
Про високу активність запальної реакції свідчить підвищення продукції ІL-1β і TNFα. Відмічено пригнічення продукції ІL-4 у сироватці крові, що є непрямою ознакою депресивного стану гуморальної імунної відповіді у патогенезі ХСО. Отримані результати дозволяють зробити припущення про те, що важливий не сам факт підвищення або зниження рівня цитокінів, а їх динаміка і співвідношення протилежних пулів. Дисбаланс цитокінового статусу підтримує імунозалежне запалення, а також пов'язані з ним порушення процесів апоптозу та обумовлює розвиток інтерлейкін-залежного вторинного імунодефіцитного стану.
Проведені дослідження дозволили виділити порушення цитокінової імунорегуляції в досліджуваних групах: характерна мінімальна концентрація в сироватці крові TGF і L-4 при високому ступені активності TNFα і IL-1β.

Це підтверджує тісну взаємодію всіх ланок імунної системи, які забезпечують регуляторну функцію і підтримання імунного гомеостазу на належному рівні. 

Вивчений структурно-функціональний стан імунної системи та цитокіновий статус при ХСО дозволили обґрунтувати концептуальну модель імунопатологічних механізмів інгібування клітинної ланки імунітету та неспецифічної резистентності. Її положення зводяться до того, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Тривала продукція прозапальних цитокінів спричиняє до виснаження клітинної ланки імунітету, пригнічення процесів неспецифічного захисту організму. Ці процеси є вирішальними у формуванні імунопатологічних механізмів супресії клітинного імунітету на етапах диференціювання та проліферації Т-клітин.
Таким чином, проведене дослідження дозволило виявити кількісну і якісну зміну імунного та цитокінового статусу. Визначено дефіцит переважно Т-ланки імунітету, пригнічення супресорних механізмів. Активація прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-1β, IL-6) супроводжується пригніченням рівня протизапального цитокіну IL-4. Підвищення концентрації цитокінів у сироватці крові є свідченням системного запалення при ХСО. Більш високі рівні цитокінемії у пацієнток хворих на ХСО пояснюються посиленням імунозапальної відповіді на денатуровані білки ушкодженої тканини.
Виявлені зміни клітинних чинників імунітету при ХСО відповідають процесам, характерним для запальних реакцій в цілому: виражений дефіцит абсолютної кількості лейкоцитів, лімфоцитів, клітин з фенотипами CD3+, CD4+ і лімфоцитів з супресорною (CD8+) активністю, а також знижене значення показника індексу імунорегуляції (CD4+/CD8+), який є важливим для гармонійної функції імунної системи. Аналіз особливостей цитокінової регуляції при ХСО дозволив об'єднати зміни клітинної, фагоцитарної й гуморальної ланок імунної системи в єдиний взаємопов'язаний механізм. 
Про високу активність запальної реакції свідчить підвищення продукції ІL-1β і TNFα. Відмічено пригнічення продукції ІL-4 у сироватці крові, що є непрямою ознакою депресивного стану гуморальної імунної відповіді у патогенезі ХСО. Отримані результати дозволяють зробити припущення про те, що важливий не сам факт підвищення або зниження рівня цитокінів, а їх динаміка і співвідношення протилежних пулів. Дисбаланс цитокінового статусу підтримує імунозалежне запалення, а також пов'язані з ним порушення процесів апоптозу та обумовлює розвиток інтерлейкін-залежного вторинного імунодефіцитного стану.
Проведені дослідження дозволили виділити порушення цитокінової імунорегуляції в досліджуваних групах: характерна мінімальна концентрація в сироватці крові TGF і ІL-4 при високому ступені активності TNFα і IL-1β.

Це підтверджує тісну взаємодію всіх ланок імунної системи, які забезпечують регуляторну функцію і підтримання імунного гомеостазу на належному рівні. 

Враховуючи виявлення такого феномену, як утворення позаклітинних нейтрофільних пасток на вплив антигенів запального процесу не можливо не зупинитися на особливостях патогенезу їх утворення.

Відомо, що нейтрофіли поглинають і перетравлюють захоплені мікроорганізми з використанням кисеньзалежного і кисеньнезалежного механізмів, що призводить до їх елімінації. Нейтрофіли мають здатність реагувати навіть на незначні зміни навколишнього середовища, використовуючи великий набір мембранних рецепторів. Після виконання своєї біологічної програми нейтрофіл гине. Показано, що фагоцитарна активність нейтрофіла змінює експресію ряду генів, в результаті після фагоцитозу гранулоціт піддається апоптозу. В якості активатора цього процесу виступає респіраторний вибух. Апоптоз гранулоцитів є життєво важливим процесом для успішного вирішення бактеріальної інфекції. У свою чергу, фактори патогенності бактерій, що викликають пошкодження і некроз лейкоцитів, порушують цілісність зовнішньої лейкоцитарної мембрани, призводять до втрати сегментації ядра нейтрофіла з втратою диференціації гетерохроматину. При дослідженні виявлено, що нейтрофільні гранулоцити після активації викидають в позаклітинний простір сіткоподібні структури, до складу яких входить ДНК, гістони, а також різні білки і ферменти гранул, такі як еластаза і мієлопероксидаза. Ці структури і були нейтрофільними позаклітинними пастками. 
В цілому в процесі формування пасток антимікробні компоненти нейтрофілів (мікробіцидні ферменти, антибактеріальні катіонні білки, нейтральні серинові протеази, металлопротеінази, кислі гідролази, продукти респіраторного вибуху - перекис водню, гідроксильний радикал, галогени, атомарний кисень, оксид азоту, пероксинітрит та інші, в тому числі і мієлопероксидаза) зв'язуються внутрішньоклітинно з нитками ДНК нейтрофіла, і секретуються в позаклітинний простір, утворюючи нейтрофільні позаклітинні пастки, обмежуючи пошкодження прилеглих тканин. Бактерії, затримані в цих структурах, руйнуються. 
Формування нейтрофільних пасток в нормі і при різних патологічних станах має виборчу бактерицидність. Нейтрофільні пастки пригнічують ріст
патогенних і умовнопатогенних мікроорганізмів, але слабо впливають на непатогенні мікроорганізми, зокрема лактобактерії або біфідобактерії. Це може бути обумовлено відмінностями в механізмах стимуляції нейтрофілів патогенними та непатогенними збудниками.
Дані про структурно-функціональний стан імунної системи та цитокіновий статус при ХСО дозволили обґрунтувати концептуальну модель імунопатологічних механізмів інгібування клітинної ланки імунітету та неспецифічної резистентності. Її основні положення зводяться до того, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Тривала продукція прозапальних цитокінів приводить до виснаження клітинної ланки імунітету, інгібування процесів неспецифічного захисту організму. Ці процеси є вирішальними у формуванні імунопатологічних механізмів супресії клітинного імунітету на етапах диференціювання та проліферації Т-клітин.
На підставі отриманих даних можна констатувати, що основою розвиткуХСО є імунні порушення. У процесі захворювання розвивається вторинний цитокінзалежний імунодефіцит. 
Патологічні стани, що обумовлені або супроводжуються вторинною імунною недостатністю, вимагають адекватної імунокорекції. При незбалансованій компенсаторній протизапальній відповіді показано застосування препаратів із прозапальною активністю, що поряд з посиленням неспецифічних механізмів протиінфекційного захисту ефективно стимулюють розвиток специфічної імунної відповіді й активують репаративні процеси в ушкоджених тканинах.
При запальному процесі основною рисою всієї сукупності змін обміну речовин є сполучення гіперпотреби організму в різних субстратах для адаптації до підвищених витрат енергії, тобто гіперкатаболізм, що являє собою сумарну метаболічну відповідь організму на генералізовану запальну реакцію. З метою неспецифічної терапії для нормалізації клітинного метаболізму, ослаблення токсичних проявів клінічних ізолятів, підвищення ефективності антибактеріальних препаратів, до протимікробної терапії необхідно підключати імунокорегуючу терапію. 

Сучасні підходи до лікування хворих на ХСО повинні враховувати комплексне застосування етіотропної, патогенетичної та симптоматичної терапії. Корекція дисбіотичних порушень повинна передбачати включення до складу комбінованого лікування препаратів, які сприяють відновленню мікроекології та нормалізації системи місцевого імунітету. Найбільш перспективною групою лікарських засобів, механізм дії яких спрямований на відновлення колонізаційної резистентності, у цілому, можна вважати імуномодулятори бактеріального походження. Відмінною рисою цих препаратів є комплексність й збалансованість дії при відсутності побічних ефектів, які характерні для антимікробних препаратів. 

Після проведення терапії в 1 групі жінок відмічались зміни, що стосувались зменшення скарг на болі в ділянці малого тазу в 1,2 рази (57,1%), болі в поперековій ділянці в 1,2 рази (42,8%), слизово-гнійних виділень з піхви в 1,4 рази (42,8%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів в 1,8 рази (17,4%), порушення менструального циклу в 1,4 рази (28,6%). Після отримання комбінованої терапії у жінок хворих на ХСО 2 групи відмічалось покращення загального стану завдяки зменшення скарг наболі в ділянці малого тазу в 3,7 рази (25,7%), болі в поперековій ділянці в 1,7 рази (37,1%), слизово-гнійнихвиділень зі статевихшляхів у 4,7 рази (17,1%), зуд та печіння зовнішніх статевих органів в 3 рази (11,4%), порушенняменструальногоциклу в 2 рази (31,4%). 
При об'єктивному огляді виявлялось збільшення придатків матки лише у 9 жінок з 1 групи дослідження, що склало 12,8%, що є у 2,4 рази менше від вихідних даних. При об'єктивному дослідженні визначалось збільшення придатків матки лише у 5 жінок з 2 групи дослідження, що склало 14,2%, що є у 2,4 рази менше від вихідних даних. Злуковий процес у малому тазі за УЗД виявлявся лише у 15,7% жінок з обох груп, в 1,3 рази результат краще ніж до терапії. 

За 3 роки спостереження за жінками хворих на ХСО обох груп відмічалось загострення захворювання в 1 групі у 11 жінок (31,4%), в 2 групі у 6 жінок (17,4%). Все це відображає покращення соматичного стану жінок, особливо другої групи, завдяки зменшенню скарг та більш виражених кількісно-якісних змін за даними додаткових методів дослідження.
При застосуванні комплексної терапії, в яку включали імуномоделюючі біологічні препарати, активною речевиною яких є α-2 інтерферон у дозі  500000 МО  2 раза на добу через 12 годин, курсом лікування 10 днів пацієнткам 2 групи хворих на ХСО на підставі виявлених порушень, було встановлено, що показники місцевого імунітету поліпшуються, але відрізняються відконтрольної групи пацієнток. Так, рівні лізоциму й sIgA збільшуються, а вміст муцину у цервікальному й вагінальному секретах зменшується. У той же час рівень секреторного С3 компоненту комплемента підвищується у 2,17 рази, що свідчить про активне відновлення факторів місцевого імунітету в піхві.
Результати дослідження показали, що стан системи неспецифічного захисту, у тому числі й фагоцитарної системи пацієнток хворих на ХСО, яким призначили схему комбінованої терапії, стабілізується. Підвищуються показники фагоцитарного індексу й фагоцитарне число.


При дослідженні стану системного імунітету й цитокінового статусу було встановлено, що всі досліджувані показники змінювались. Так, рівні CD3+ и CD8+ помітно підвищувались (56,2±3,12 й 22,12±3,26 % відповідно, р<0,05) порівняно зі станом до терапії, параметри CD19+ (11,38±3,29%, р<0,05), CD22+ (12,9±1,57%, р<0,05) відповідали параметрам контрольної групи. Аналізуючи субпопуляційний склад лімфоцитів, необхідно зазначити стан кілерної ланки. При ХСО до терапії відмічалось достовірне зниження кількості натуральних кілерів (CD57+ - 13,69±1,35%, р<0,05), а при застосуванні запропонованої схеми терапії цей показник збільшувався й складав 13,17±1,93 % (р<0,05). 


Що ж до стану цитокінового балансу, то показник TNF-α знижувався порівняно з таким до терапії, однак залишався підвищеним порівняно з 3 контрольною групою. Одним із цитокінів, що обумовлюють розвиток аутоімунних процесів в організмі, є TGF-β, Так, за результатами наших досліджень рівень TGF-β у пацієнток хворих наХСО в результаті комбінованої терапії рівень TGF-β підвищився у 4,6 рази.
Стан репродуктивного здоров’я жінок 1 та 2 групи за 3 роки дослідження повністю оцінити не виявляється за можливе, тому що 11 жінок (15,7%) отримали вагітність при використанні ВРТ, 14 жінок (20%) завагітніли природним шляхом, а решта жінок з дослідних груп  за індивідуальними причинами не були зацікавлені у вагітності.

Аналіз даних свідчить про те, що терапія хворих на ХСО зазапропонованою схемою терапії, в яку включали імуномоделюючі біологічні препарати, активною речевиною яких є α-2 інтерферон, призводить до відновлення функцій як місцевого, так і загального імунітету. Таким чином, застосування комбінованої терапії виявилося найбільш раціональним. 

Таким чином, при веденні хворих на ХСО з метою індивідуалізації лікувальної тактики доцільним є виділення збудника, встановлення рівню антибіотикорезистентності, тестування ізолятів на здатність до біоплівкоутворення та визначення адгезивної активності  у формі ізоляту та мікробній асоціації; адекватність антибактеріальної терапії: її режим і своєчасність. З метою діагностики і оцінки місцевого імуного статусу доцільним є визначення в цервікальному й вагінальному секретах рівнів IgA, муцину, фагоцитарної активності нейтрофілів й функціональної активності екстрацелюлярних позаклітинних пасток, а системної імунної відповіді - визначення показників клітинної й гуморальної ланок імунітету й  цитокінового статусу. В подальшому для лікування використовували імуномоделюючі препарати, активною речевиною яких є α-2 інтерферон, які перешкоджають формування біоплівок, завдяки чого знижується відсоток антибіотикорезистентних штамів мікроорганізмів, також покращується здатність нейтрофілів формувати позаклітинні пасти, які більш тривай час боряться з виявленими антигенами при розвитку запалення, що сприятиме зниженю кількості та вираженості хронізації запальної реакції та в подальшому сприятиме покращенню репродуктивного здоров’я.

ВИСНОВКИ

В роботі представлено теоретичне узагальнення та обґрунтовано практичне вирішення актуального завдання - удосконалення діагностики та підвищення ефективності терапії жінок хвори на хронічний сальпінгоофоритна основі вивчення  імунологічних та мікробіологічних особливостей організму, а саме утворення позаклітинних нейтрофільних пасток та здатності мікроорганізмів утворювати біоплівки.
1. Хронічні запальні захворювання жіночих статевих органів займають провідне місце в структурі гінекологічної патології з частотою 60-80%. При загальному обстежені жінок виявлені специфічні скарги та об'єктивні дані, як для запальних захворювань додатків матки, які після отримання комбінованої терапії мали позитивну динаміку. При виконанні колірного допплерівського картирування спостерігалося підвищення судинного опору кровообігу яєчників за рахунок збільшення індексу резистентності та індексу пульсативності в яєчниковій артерії. Встановлено підвищений рівень пролактину та зниження рівнятіреотропного гормону, що свідчить про компенсовану функцію стрес-реалізуючої системи.
2. Структурна перебудова біоценозу проявлялася підвищенням значущості S. aureus (82,6%), Peptostreptococcus spp. (78,0%), Enterococcus (69,0%) й E. coli (64,2%), зменшенням домінування Lactobacillus spp. (3,0%).Результати тестування ізолятів на здатність до формування біоплівок довели, що усі вилучені патогени утворювали щільну біоплівку. Зіставлення характеристик росту у двох фізіологічних станах ізолятів дозволило відмітити підвищення щільності біоплівки. Антибіотикорезистентність ізолятів у формі біоплівок вище, ніж  у планктонній.
3. Відбувалося порушення імунного статусу з пониженням абсолютних значень субпопуляцій Т-лімфоцитів (CD3+, CD4+, CD8+, CD22+) та підвищенням клітин - «маркерів» апоптозу (CD95+) й циркулюючих імунних комплексів з дисбалансом цитокінового статусу: активація прозапальних цитокінів (TNF-α, IL-1β, IL-6) супроводжується пригніченням рівня протизапального цитокіну IL-4 та TGF - β. Встановлено, що у цервікальному і вагінальному секретах зустрічаються еозинофіли, макрофаги, базофіли і лімфоцити, але домінуючими клітинами є нейтрофіли. Нейтрофіли секретів нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу, причому у нейтрофілів цервікального секрету ця функція проявляється сильніше, ніж у гранулоцитів піхви.При люмінісцентному дослідженні цервікального і вагінального секретів зафарбованих акрідіновим помаранчевим препаратів встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються. Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина, вловлювати і частинки латексу, і будь-який антиген.
4. Концепція імунопатогенезу полягає в тому, що фактори агресії патогенів активують цитокіновий каскад й призводять до вторинного цитокінзалежного імунного дисбалансу. Тривала продукція прозапальних цитокінів призводить до виснаження клітинної ланки імунітету, пригнічення процесів неспецифічного захисту організму, формування імунопатологічних механізмів супресії клітинного імунітету на етапах диференціювання та проліферації Т-клітин.
5. Проведення комбінованої терапії дозволило нормалізувати показники клітинного, гуморального імунітету та цитокінового статусу. Встановлено, що оптична щільність добових біоплівок ізолятів значно знижується. Запропонована терапія пригнічує здатність ізолятів формувати щільні біоплівки, як один з основних факторів патогенності мікроорганізмів. Кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus, які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках цервікального та вагінального секретах жінок після лікування з включенням імуномоделюючих препаратів перевищувала аналогічні показники у жінок, які отримували стандартну терапію  в середньому у 2 рази.
6. Для покращення діагностики хворих на хронічний сальпінгофорит з визначенням антибіотикорезистентності ізолятів у формі біоплівки, оцінкою функціональної активності загальної кількості нейтрофілів з урахуванням утворення екстрацелюлярних позаклітинних пасток, дослідження показників місцевого імунітету (вмісту лізоциму, секреції муцину, вмісту С-реактивного білка) та цитокінового статусу (прозапальних цитокінів: TNF-(, IL-1(, IL-6; протизапальних цитокінів: IL-4, TGF-().
7. На підставі розробленої моделі імунопатогенезу хронічного сальпінгофориту та механізму утворення позаклітинних нейтрофільних пасток запропоновано схему комбінованої терапевтичної тактики з включенням імуномоделюючих біологічних препаратів, активною речевиною яких є α-2 інтерферон на тлі виявлених імунологічних порушень з урахуванням антибіотикорезистентності та антибіотикочутливості мікробних асоціацій у стані біоплівки. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

З метою діагностики та призначення адекватної протимікробної й імуномоделюючої терапії при комбінованій терапії необхідно:
1. Тестувати вилучені мікроорганізми на здатність до формування захисних біоплівок, визначати чутливість та резистентність до протимікробних препаратів у стані біоплівки.
2. Проводити визначення показників місцевого імунітету (вмісту лізоциму, секреції муцину, вмісту СРБ), цитокінового статусу (прозапальних цитокінів: TNF-(, IL-1(, IL-6; протизапальних цитокінів: IL-4, TGF-() та клітинного імунітету (загальну кількість нейтрофілів й нейтрофільних екстрацелюлярних пасток), як експрес – методи діагностики стану імунної системи у хворих на ХСО. 
3. До складу комбінованої терапії включати імуномоделюючі біологічні препарати, активною речевиною яких є α-2 інтерферон, які сприяють зменшеню утворення біоплівок мікробними асоціаціями та збільшують здатність нейтрофілів виконувати свою захисну функцію завдяки формування позаклітиних пасток.
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