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Актуальність теми
Хронічні запальні захворювання жіночих статевих органів займають провідне місце в структурі гінекологічної патології в репродуктивному віці (60-65%), і є причиною жіночого непліддя і порушень менструальної функції. Актуальність збереження та відновлення репродуктивного здоров'я жінок останнім часом набуває особливої ​​уваги у зв'язку з зростанням числа хронічних запальних захворювань органів малого таза жінок, з недостатністю знань патогенетичних механізмів запальних реакцій при наявності або відсутності мікробного фактора, що створює значні труднощі ранньої діагностики, з недостатньо високою ефективністю лікування [15, 16]. 
В даний час все більше уваги надається імуногенетичним факторам, які можуть відігравати значну роль у виникненні невиношування вагітності на ранніх термінах [17]. Розкриття механізмів патогенезу імунного запалення при різних видах патології має велике 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 [1, 10, 11]. У більшості випадків, в тому числі і при хронічних запальних захворюваннях органів жіночої статевої сфери, а саме хронічного сальпінгоофориту (ХСО), основним пусковим механізмом у розвитку імунного запалення є мікробна інвазія [2, 8, 14]. Однією з причин затяжного перебігу запального процесу в органах малого тазу і частого рецидиву захворювання є неспроможність захисних систем організму, яка проявляється у зміні клітинного та гуморального ланок імунітету, зниженні показників неспецифічної резистентності [3, 7, 9]

Найчастіше порушення імунного гомеостазу, які були до вагітності, поглиблюються при гормональній стимуляції і тим самим, погіршують прогноз на успішну імплантацію, в подальшому на виношування вагітності. Крім цього, незважаючи на безперервне впровадження нових репродуктивних технологій, питання підвищення ефективності лікування безпліддя продовжує залишатися надзвичайно важливим. Це вказує на необхідність оптимізації обстеження подружніх пар з непліддям з урахуванням імунологічних факторів.
Мета дослідження
Метою дослідження було покращення ранньої діагностики ХСО, що супроводжується непліддям, на основі вивчення стану місцевого імунітету.
Матеріали та методи дослідження
Для досягнення поставленої мети було проведено клініко-лабораторне обстеження 60 пацієнтів віком від 25 до 39 років з непліддям на фоні сальпінгоофориту.
Групи пацієнток було розподілено таким чином: 1-група – пацієнтки (n=20) з непліддям на фоні сальпінгоофориту в анамнезі до 10 років, 2-група – пацієнтки (n=20) з непліддям на фоні сальпінгоофориту перебігом понад 10 років; 3-група – пацієнти (n=20) із непліддям на фоні сальпінгоофориту, яким проводилось лікуванням, що включало консервативну терапію з включенням імуномоделюючих біологічних препаратів, активною речевиною яких є α-2 інтерферон, амінокислоти, аскорбінова кислота, пробіотичні штами лактобактерій та біфідобактерій, вітамінотерапію; 4-група  - пацієнти (n=20) із непліддям без сальпінгоофориту (контрольна група). 

Імунологічні методи дослідження включали визначення імуноглобулінів IgМ, IgА, IgG за допомогою ІФА; активність лізоциму фотонефелометричним методом за В.Г. Дорофейчук (1968) [6] та вміст муцину за реакцією з 20% оцтовою кислотою [5]; наявність С-реактивного білка за реакцією преципітації з діагностичною сироваткою. 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. Кінетику фагоцитозу досліджували виходячи з визначення цих інтегральних показників. Вивчення кінетики послідовних стадій фагоцитозу дозволяє визначити якість протікання цього процесу. Фагоцитарну активність нейтрофілів досліджували за здатністю поглинати частинки полістирольного латексу. Для визначення нейтрофільних пасток ставили реакцію з використанням клітинної суспензії нейтрофілів, виділених на градієнтних розчинах фіколла-верографина і активованих E. coli, S. aureus, з нанесенням суспензії на скло, й фіксуванням спиртом з додатковою фіксацією клітин на склі у 10% забуференому формаліні. Для фарбування нейтрофільних пасток використовували 200 мкл робочого розчину акридинового помаранчевого (концентрація 2мкг/мл). Облік проводили за допомогою люмінесцентного мікроскопа. В результаті застосування даного способу нейтрофільні пастки були представлені у вигляді тонких яскравих ниток; бактерії-активатори мали яскраво-помаранчевий колір [4]. 
При опрацюванні результатів дослідження використані методи параметричної статистики з обчисленням середньої арифметичної, стандартної похибки і показника вірогідності. Результати опрацьовані з використанням пакета статистичних програм за допомогою персонального комп'ютера і методів варіаційної статистики [12, 13].
Результати дослідження та їх обговорення
При вивченні факторів неспецифічного захисту при неплідді на фоні ХСО було встановлено, що у пацієнток 1 й 2 досліджуваних групах була знижена кількість sIgA й пригнічена продукція лізоциму. При цьому глибина відмічених порушень залежала від давності запального процесу. Так, якщо в 1-й групі пацієнток спостерігалася лише тенденція до зниження вмісту лізоциму у вагінальному секреті, то найнижчі достовірні рівні лізоциму й sIgA було виявлено у 2-й групі пацієнток з ХСО в анамнезі більше 10 років. 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. 1).
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 в осіб 2 групи (26,21±0,44 й 21,39±0,36 ум.од., р<0,05) порівняно з контрольною групою жінок (15,48±0,26 й 13,42±0,53 ум.од., р<0,05). В результаті проведеної комплексної терапії у жінок 3 групи вміст муцину в цервікальному й вагінальному секретах склав 16,22±0,63 й 14,51±0,81 ум.од. відповідно, р<0,05 (мал. 1).
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Рис. 1. Вміст муцина у цервікальному й вагінальному секреті.
У захисті слизових оболонок статевих шляхів також 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.) [5]. 
Таблиця 1

Показники неспецифічного захисту при неплідді на фоні ХСО 

	Групи пацієнтів
	Показник місцевого імунітету

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

	1 група
	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*

	2 група
	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*

	3 група
	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

	4 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.
При цьому відомо, що на ранніх стадіях ушкодження провідну роль у деполімерізації 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 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.

Аналіз отриманих 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) порівняно з групою жінок без ХСО (1294,8±54,9 й 938,1±49,6мкг/мл, р<0,05). Позитивна реакція на СРБ була виявлена у високих концентраціях у пацієнток 1 групи  (2,16±0,31 й 2,34±0,3 ум.од. відповідно, р<0,05). 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 вазоділятацію, підвищення проникливості стінок судин, агрегацію тромбоцитів і утворення кров`яного згустка, 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, викликають системні реакції. Особливостям перебігу гострофазової відповіді при неплідді на фоні ХСО надані 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. 

Визначення "гострофазовий" підкреслює в першу чергу той факт, що концентрація реактантів швидко зростає у циркуляції при відповідному стимулі, ще до залучення імунних механізмів. У цьому плані важлива оцінка можливих маркерів деструкції, яка дозволяє при визначенні характеру перебігу гострофазової відповіді вирішити питання про його адекватність.

Одержані дані свідчать про наявність прямого взаємозв’язку між показниками гінекологічного статусу й основними біологічними компонентами цервікального та вагінального секретів. У пацієнток з непліддям на фоні ХСО в анамнезі до 10 років гінекологічний імунний статус супроводжувався зменшенням активності лізоциму, підвищенням секреції муцину й вмісту СРБ. 

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. 2) 1 групи (2,2 ± 0,32 й 2,9±0,34 ум.од., р<0,05) та 2 групи (2,3±0,31 й 2,5±0,28 ум.од. відповідно, р<0,05) та їх поглинальна здатність (ФІ) 1 групі - 48,1±2,3 й 50,1±2,1% (р<0,05) та 2 групи – 42,6±2,5 й 46,5±2,1% (р<0,05) відповідно, були нижче контрольних значень (6,9±0,5 й 7,7±0,4% відповідно, р<0,05).
При визначенні нейтрофільної  колонізаційної резистентності слизових оболонок нижніх відділів репродуктивної системи у жінок при неплідді на фоні ХСО було вивчено загальний вміст й функціональну активність нейтрофілів порівняно з групою контролю. В результаті проведених досліджень встановлено, що у цервікальному і вагінальному секретах зустрічалися еозинофіли, макрофаги, базофіли і лімфоцити, але домінуючими клітинами були нейтрофіли.
Таблиця 2
Стан фагоцитозу при неплідді на фоні ХСО
	Групи пацієнтів
	Показник

	
	Фагоцитарний індекс, %
	Фагоцитарне число, ум.од.

	1 група
	цервікальний секрет
	48,1±2,3*
	2,2±0,32

	
	вагінальний секрет
	50,1±2,1*
	2,9±0,34

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

	
	вагінальний секрет
	46,5±2,1*
	2,5±0,28**

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

	
	вагінальний секрет
	74,1±3,7
	4,6±0,57

	4 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 вивченні функціональної активності нейтрофілів встановлено, що нейтрофіли в секреті нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу, причому у нейтрофілів цервікального секрету ця функція проявлялось сильніше, ніж у гранулоцитів піхви (рис.2).
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Рис. 2. Нейтрофіли секретів нижнього відділу генітального тракту фагоцитують частинки латексу. Фарбування за Романовським — Гімзе . Мікроскоп «AMPLIVAL» (Carl Zeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив).
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В останні роки показано, що навіть після загибелі нейтрофіли можуть виконувати атімікробную функцію за рахунок утворення позаклітинних пасток (Neutrophil Extracellular Traps, NETs) [4, 15]. У відповідь на мікробні та немікробні агенти нейтрофіли активно формують у позаклітинному просторі сіткоподібні структури, що складаються з нуклеїнових кислот і ферментів. Порівнюючи фагоцитарну активність незмінених нейтрофілів та ефективність затримання бактерій в нейтрофільних пастках, визначили, що сітки нейтрофіла, які розташовані позаклітинно, здатні затримати більше, ніж сам нейтрофіл, антигенів (рис.3).
Рис. 3. Кількість фагоцитованих частинок латексу, E. coli, S. aureus які виявляються в екстрацелюлярних нейтрофільних пастках (ум.од.).

При люмінесцентному дослідженні зафарбованих акридиновим помаранчевим препаратів встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються (рис. 4). Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина утримувати і частинки латексу, і будь-який антиген.
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Рис. 4. Нейтрофільні позаклітинні пастки в цервікальному каналі, що затримують антигени (частинки латексу, бактерії). Фарбування акридиновим помаранчевим. Мікроскоп люмінесцентний “ЛЮМАМ” (х1125).
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. Можна припустити, що нейтрофільні екстрацелюлярні пастки, що утворюються в цервікальному каналі, здатні затримувати не тільки мікроорганізми, а й сперматозоїди і тим самим перешкоджати їх проникненню й заплідненню. Тому залишається актуальним вивчення функціонального статусу нейтрофілів цервікального й вігінального секрету та розробка методів експрес – діагностики та терапії при активації фізіологічної загибелі нейтрофілів.
Висновки
1. У жінок з ХСО в цервікальному й вагінальному секреті знижується лізацимна, фагоцитарна та комплементарна активність й підвищується вміст муцину та С-реактивного протеїну, що говорить про пригнічення неспецифічної резистентності й активації запальної реакції.
2. У цервікальному і вагінальному секретах домінуючими клітинами є 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.

3. Після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які добре візуалізуються. Вони здатні ефективніше, ніж жива клітина затримувати і частинки латексу, і будь-який антиген.
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Резюме
ОСОБЛИВОСТІ МІСЦЕВОГО ІМУННОГО СТАНУ СТАТЕВИХ ОРГАНІВ ПРИ НЕПЛІДДІ НА ФОНІ ХРОНІЧНОГО САЛЬПІНГООФОРИТУ

Ю.С. Паращук, А.О. Коновал 

Вивчено фактори місцевого імунітету статевих органів у жінок з непліддям на фоні ХСО. Встановлено зниження лізацимної, фагоцитарної та комплементарної активності й підвищення вмісту муцину та С-реактивного протеїну у цервікальному й вагінальному секреті, що говорить про пригнічення неспецифічної резистентності й активації запальної реакції. Показано, що домінуючими клітинами є 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. При люмінесцентному дослідженні встановлено, що після взаємодії з антигенами in vitro нейтрофіли утворюють позаклітинні сіткоподібні структури, які здатні ефективніше, ніж жива клітина вловлювати антиген.
Ключові слова: імунний стан, непліддя, хронічний сальпінгоофорит, неспецифічна резистентність, нейтрофіли, екстрацелюлярні пастки.
Резюме
ОСОБЕННОСТИ МЕСТНОГО ИММУННОГО СОСТОЯНИЯ ПОЛОВЫХ ОРГАНОВ ПРИ БЕСПЛОДИИ НА ФОНЕ ХРОНИЧЕСКОГО САЛЬПИНГООФОРИТА
Ю.С. Паращук, А.А. Коновал 
Изучены факторы местного иммунитета половых органов у женщин с бесплодием на фоне ХСО. Установлено снижение лизацимной, фагоцитарной и комплементарной активности, повышение содержания муцина и С-реактивного протеина в цервикальном и вагинальном секрете, что говорит об угнетении неспецифической резистентности и активации воспалительной реакции. Показано, что доминирующими клетками являются нейтрофилы. При изучении функциональной активности нейтрофилов установлено, что нейтрофилы секретов нижнего отдела генитального тракта фагоцитируют частицы латекса, причем у нейтрофилов цервикального секрета эта функция проявляется сильнее, чем у гранулоцитов влагалища. При люминесцентном исследовании установлено, что после взаимодействия с антигенами in vitro нейтрофилы образуют внеклеточные сетевидные структуры, которые способны эффективнее, чем живая клетка улавливать антиген.
Ключевые слова: иммунное состояние, бесплодие, хронический сальпингоофорит, неспецифическая резистентность, нейтрофилы, экстрацеллюлярные ловушки.
Summary
FEATURES OF LOCAL IMMUNE GENITAL INFERTILITY WITH CHRONIC SALPINGOOPHORITIS
Y.S. Parashchuk, A.A. Konoval 
The factors of local immunity of the genitals in women with infertility against the HVO. A reduction lizatsimnoy, phagocytic and complement activity, elevated levels of mucin and C-reactive protein in cervical and vaginal secretions, indicating that inhibition of non-specific resistance and activation of the inflammatory response. It is shown that the dominant cells are neutrophils. In the study of the functional activity of neutrophils found that neutrophils secrets lower genital tract phagocytose latex particles, and neutrophils in cervical secretions, this function is more pronounced than that of granulocytes vagina. Under fluorescent study found that after the interaction with antigens in vitro neutrophils form extracellular reticular structures that can efficiently than a living cell antigen capture.

Key words: immune status, infertility, chronic oophoritis, nonspecific resistance, neutrophils, ekstratsellyulyarnіe traps.
