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Алло-ТГК - трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток

Ауто-ТГК – трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток

Алло-ТКМ – трансплантация аллогенного костного мозга

Ауто-ТКМ – трансплантация аутологичного костного мозга

Альв. РМС – альвеолярная рабдомиосаркома

АТГ – антитимоцитарный глобулин

ВПГ 1,2 типов – вирус протого герпеса 1,2 типов

ВЭБ – вирус Эпштейна - Барр

Г-КСФ – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор

ГКК – гемопоэтические клетки крови

ГНЦ РАМН – Гематологический научный центр Российской Академии медицинских наук

Гр (+) кокки – грамположительные кокки

Гр (-) палочки – грамотрицательные палочки

ДМСО – диметилсульфоксид

ДНК – дезорибоксинуклеиновая кислота

ИФА – иммуноферментный анализ

КМ – костный мозг

КОЕ – колониеобразующие единицы микроорганизмов в 1 мл

ЛГМ – лимфогранулематоз

ЛС – лимфосаркома

ЛДГ – лактатдегидрогеназа

МДС – миелодиспластический синдром 

ММ – множественная миелома

ОЛ – острый лейкоз

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз

ОМЛ – острый миелобластный лейкоз

ПЦР – полимеразная цепная реакция

РНК – рибонуклеиновая кислота

РТПХ – реакция трансплантат против хозяина

у.е. - условные единицы

ЦМВ – цитомегаловирус

ХМЛ – хронический миелолейкоз

ARA-C – цитозин –арабинозид

ВЈ – белок Бенс-Джонса 

ЕВМТ – Европейская группа (регистр) трансплантации костного мозга

HLA – лейкоцитарные антигены главного комплекса гистосовместимости

Ig A – иммуноглобулины класса А

Ig M – иммуноглобулины класса М

Ig G – иммуноглобулины класса G
Ig MVCA – иммуноглобулины класса М к капсидному антигену

IgG EA – иммуноглобулины класса G к раннему антигену

IgG NA – иммуноглобулины класса G к ядерному антигену

MLC – микрометод смешанной культуры лимфоцитов

VP-16 – вепезид

Схемы химиотерапии:

ВЕАМ – кармустин, этопозид, цитарабин, мелфалан

Микроорганизмы:

Грамположительные бактерии:

E. faecalis - Enterococcus faecalis
S. coagulase-negative - Staphylococcus coagulase-negative

S. aureus – Staphylococcus aureus
S. pneumonie – Streptococcus pneumonie
Грамотрицательные бактерии:

E. coli – Escherichia coli
P. aeruginosa – Pseudomonas aeruginosa

S. maltophilia – Stenotrophomonas maltophilia

Грибы:

C. albicans – Candida albicans

C. glabrata – Candida glabrata

C. kefyr – Candida kefyr

C. krusei – Candida krusei

C. parapsilosis – Candida parapsilosis

Введение.

Актуальность темы.

Трансплантация гемопоэтических клеток костного мозга или периферической крови, выполняемая после высокодозной химио- и химиорадиотерапии, является одним из наиболее интенсивных методов терапии различных форм гемобластозов у взрослых и детей. Количество проводимых в мире трансплантаций постоянно возрастает, достигая в последние годы 40 000 процедур в год. При этом ведущую роль уверенно занимает трансплантация гемопоэтических клеток периферической крови. Так, по данным Европейского регистра трансплантации костного мозга ежегодно только в Европейских странах выполняется свыше 17 000 трансплантаций, источником гемопоэтических клеток при которых является периферическая кровь [2,3,16,19,29,30,72].


В течение нескольких месяцев после трансплантации реципиент переживает состояние, которое характеризуется глубокой миелосупрессией и иммунодефицитом. В связи с этим серьезной проблемой как раннего, так и позднего посттрансплантационного периода являются инфекционные осложнения. Приживление миелотрансплантата обеспечивает восстановление абсолютного числа нейтрофилов в периферической крови, что ассоциируется с активизацией функции фагоцитов. Все это приводит к постепенному снижению частоты бактериальных и грибковых инфекций по мере увеличения времени, прошедшего после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. Однако трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток довольно часто сопровождается реакцией трансплантат против хозяина (РТПХ). Это иммунное осложнение значительно повышает риск развития инфекции. Длительное применение иммуносупрессивных препаратов, используемых как для профилактики, так и для лечения РТПХ, делает пациента не только более восприимчивым к инфекциям, вызываемыми условно-патогенными микроорганизмами, но и значительно увеличивает сроки возникновения и течения инфекционных осложнений [1,6,15,16,17,19,29]. 


Большие возможности и высокая противоопухолевая эффективность трансплантации гемопоэтических клеток при гемобластозах подтверждаются значительным количеством публикаций [16,17,18,19,22,23,24,25,30]. Тем не менее, именно инфекционные осложнения наряду с рецидивом гемобластоза являются основной причиной неудач трансплантации [4,8,20,38,49,118,129]. Спектр микроорганизмов, вызывающих инфекционные осложнения после трансплантации, весьма велик. Он видоизменяется с течением времени и имеет некоторые отличия в различных трансплантационных центрах. В связи с этим изучение частоты и характера инфекционных осложнений у реципиентов гемопоэтических клеток, возникающих в различные сроки после трансплантации, а также анализ микрофлоры, вызывающей эти осложнения, является высоко актуальным для клинической трансплантологии. 

Цель исследования.
Определить частоту, характер, локализацию инфекционных осложнений у реципиентов гемопоэтических клеток в течение первого года после трансплантации, а также изучить спектр микроорганизмов, вызывающих эти осложнения.

Задачи исследования.
1. Изучить частоту и характер инфекций в различные сроки после трансплантации гемопоэтических клеток в зависимости от вида трансплантации, схемы предтрансплантационного кондиционирования, дозы перелитых CD 34+ клеток и наличия РТПХ.

2. Изучить микрофлору слизистых у реципиентов гемопоэтических клеток в ранние сроки после трансплантации.

3. Определить этиологию стоматита и некротической энтеропатии у реципиентов гемопоэтических клеток.

4. Оценить влияние тяжести повреждения слизистых оболочек желудочно-кишечного тракта на развитие инфекционных осложнений.

5. Определить вероятность микробной контаминации миелотрансплантата.

Научная новизна исследования.

Изучены характер и течение инфекционных осложнений после трансплантации гемопоэтических клеток у больных острыми лейкозами (ОЛ), хроническим миелолейкозом (ХМЛ), лимфогранулематозом (ЛГМ), лимфосаркомой (ЛС) и множественной миеломой (ММ), находившихся на лечении в отделении химиотерапии гемобластозов и трансплантации костного мозга ГНЦ РАМН с декабря 2001г. по февраль 2005г. (руководитель отделения – член-корр. РАМН Савченко В.Г.)
Показано, что сроки восстановления гранулоцитов, а также характер и частота инфекционных осложнений отличались в зависимости от вида трансплантации (аутологичной или аллогенной), схемы предтрансплантационного кондиционирования и дозы перелитых CD 34+ клеток. Так, наименьшая продолжительность агранулоцитоза и низкая частота тяжелых инфекций наблюдалась у больных лимфомами после аутотрансплантации с предварительным кондиционированием по схеме ВЕАМ.

Наиболее частыми осложнениями раннего посттрансплантационного периода являлись фебрильные эпизоды и поражение слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта. Установлено, что клиническое течение стоматитов было более тяжелым после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток. В то же время, у реципиентов аутотрансплантата, схемы кондиционирования которых содержали мелфалан, отмечалось более тяжелое течение некротической энтеропатии.

В промежуточном периоде после аутологичной трансплантации наиболее частыми оказались осложнения вирусной этиологии, которые наблюдались исключительно у больных множественной миеломой. Ведущими осложнениями этого периода после аллогенной трансплантации были мукозиты и циститы, которые присоединялись преимущественно на фоне развернутой клинической картины РТПХ.

В позднем периоде после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток возрастала частота тяжелых генерализованных инфекций. При этом в группе больных с миелоаблативным режимом кондиционирования количество инфекционных осложнений, а также их продолжительность были достоверно больше, чем в группе больных с кондиционированием пониженной интенсивности.

В результате проведенного исследования было обнаружено, что при стоматитах I-II степени тяжести преобладала монокультура, а при стоматитах III-IV степени тяжести – смешанная микрофлора, однако в любом случае доминировали грамположительные бактерии.

Выявлена четкая зависимость тяжести течения инфекционных осложнений в раннем посттрансплантационном периоде от степени выраженности стоматита. Именно эта форма поверхностной инфекции играла определяющую роль в развитии инфекционных осложнений у реципиентов на фоне нейтропении. Тяжелое течение некротической энтеропатии не сопровождалось увеличением частоты фебрильных эпизодов и тяжелых генерализованных инфекций.

При вирусологическом исследовании в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта у 55% реципиентов была выявлена ДНК герпесвирусов. Однако течение стоматитов и состав микрофлоры независимо от обнаружения ДНК вирусов семейства герпес в эпителии слизистой оболочки рта был одинаковым.

Научно-практическая ценность работы.

Отмечено, что на клиническое течение стоматитов в большей степени оказывали влияние продолжительность и глубина агранулоцитоза, а на клиническое течение некротической энтеропатии – токсическое воздействие химиотерапевтических препаратов, включенных в схему предтрансплантационного кондиционирования (особенно, мелфалана).
Показано, что наличие хронической РТПХ значительно повышало риск присоединения инфекционных осложнений в отдаленный период после аллотрансплантации. Выявлена крайне неблагоприятная роль РТПХ в отношении инфекционных осложнений, о чем свидетельствовали как повышение частоты тяжелых инфекций, так и увеличение их продолжительности.

Результаты мониторинга микрофлоры слизистых желудочно-кишечного тракта убедительно доказали эффективность проводившейся селективной деконтаминации желудочно-кишечного тракта ципрофлоксацином. Отсутствие инвазивных микозов в течение первых месяцев после трансплантации свидетельствовало об эффективности профилактики флуконазолом диссеминированного кандидоза у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток.

При мониторинге микрофлоры слизистой оболочки носа была отмечена низкая частота обнаружения золотистого стафилококка и отсутствие мицелиальных грибов, а слизистой влагалища - низкая частота колонизации грамотрицательными бактериями и дрожжевыми грибами.

Показано, что колонизация слизистых грамотрицательными бактериями и дрожжевыми грибами не повлияла на увеличение числа генерализованных инфекций в период критической нейтропении. 

Бактериологическое исследование миелотрансплантата на предмет возможной микробной контаминации подтвердило микробиологическую безопасность методики, использовавшейся для заготовки гемопоэтических клеток.

Положения, выносимые на защиту.

- Наиболее частыми осложнениями раннего периода после трансплантации гемопоэтических клеток являлись фебрильные эпизоды без четко документированных инфекционных очагов. В то же время период нейтропении может протекать без инфекций и без назначения системной антибактериальной терапии.
- Степень выраженности стоматита оказывает существенное влияние на течение инфекционных осложнений в раннем посттрансплантационном периоде. 

- Присутствие ДНК герпесвирусов в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта не сопровождалось более тяжелым течением стоматита.

- Среди инфекционных осложнений в отдаленные сроки после трансплантации гемопоэтических клеток возрастает доля вирусных и инвазивных грибковых поражений.

Глава 1.                                 Обзор литературы.

Инфекции после трансплантации гемопоэтических клеток.

Трансплантация гемопоэтических клеток широко используется при лечении различных форм гемобластозов. При этом программа подготовительного предтрансплантационного кондиционирования, вид трансплантации, источник гемопоэтических клеток определяются в зависимости от характера заболевания. Так, при острых лейкозах (ОЛ) и хроническом миелолейкозе (ХМЛ) выполняется преимущественно трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток, поскольку именно при этих заболеваниях доказана высокая противоопухолевая эффективность феномена «трансплантат против лейкоза» [1,2,3,16,17,18,30]. При лимфогранулематозе (ЛГМ), лимфосаркоме (ЛС) и множественной миеломе (ММ) трансплантируют в основном аутологичные гемопоэтические клетки [2,3,19,21,23,24]. 

Схемы высокодозной терапии, применяемой перед трансплантацией, содержат препараты, специфичные для каждого вида опухолевых клеток. Пациентам с лейкозами кроме режима кондиционирования, включающего в себя бусульфан (16 мг/кг) и циклофосфан (120 мг/кг), применяется фракционированное тотальное облучение тела в суммарной дозе 12 Гр в сочетании с циклофосфаном [2,316,17,19]. При лимфогранулематозе и лимфосаркомах в качестве предтрансплантационного кондиционирования чаще применяют высокие дозы этопозида (800 мг/м2), цитозин-арабинозида (800 мг/м2), кармустина (300мг/м2), мелфалана (140 мг/м2). Но иногда при лимфосаркомах используются режимы с тотальным облучением тела, аналогичные тем, что назначаются при лейкозах. При множественной миеломе высокодозное кондиционирование обязательно содержит мелфалан (140-200мг/м2), в ряде случаев дополнительно вводится циклофосфан или выполняется тотальное облучение тела [2,3,16,17,19,22,25]. В последнее десятилетие все большее число трансплантационных центров стали применять в качестве предтрансплантационного кондиционирования так называемые «немиелоаблативные» или режимы пониженной интенсивности, которые не сопровождаются необратимой аплазией кроветворения. Данная схема включает в себя флюдарабин (180 мг/м2), антитимоцитарный глобулин (40 мг/м2), бусульфан (8 мг/кг). Используются «немиелоаблативные» режимы преимущественно при миелодиспластическом синдроме, апластической анемии, но иногда и при острых лейкозах, хроническом миелолейкозе [2,3,6,29]. 

Трансплантация аутологичных или аллогенных гемопоэтических клеток после высокодозной химиотерапии позволяет сократить период миелосупрессии, ускорить сроки восстановления гранулоцитов и тромбоцитов периферической крови. Однако полностью избежать глубокой цитопении не удается. Так, трансплантация аутологичного костного мозга сопровождается весьма продолжительной аплазией кроветворения: число гранулоцитов периферической крови не превышает 0,5х109клеток/л в среднем в течение более трех недель. При этом летальность, связанная с инфекционными осложнениями в раннем посттрансплантационном периоде, может достигать 5-10% [7,18,23,25,27]. После трансплантации аллогенного костного мозга период критической нейтропении на несколько дней короче, однако, риск тяжелых инфекций остается весьма высоким [16,17,18,48].

Введение в клиническую практику колоние-стимулирующих факторов, использование в качестве трансплантата мобилизованных стволовых гемопоэтических клеток периферической крови, применение современных противомикробных препаратов позволило значительно обезопасить этот метод терапии. Так, показатели ранней посттрансплантационной летальности в последние годы, например, после аутотрансплантации не превышают 1,5-2% [8,19,21,24,27,36,37]. 
Клинические исследования предыдущего десятилетия показали, что реинфузия стволовых гемопоэтических клеток крови по сравнению с реинфузией костного мозга, обеспечивает более ранние сроки восстановления уровня гранулоцитов периферической крови, а сокращение длительности нейтропении при этом сопровождается статистически достоверным уменьшением продолжительности периода фебрильной лихорадки и антибиотикотерапии [14,20,21,27,33,36,37]. Группа исследователей из Германии во главе с Reich G. изучали инфекционные осложнения, возникавшие в первые 30 дней после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток крови, у 117 пациентов. Продолжительность периода нейтропении (<0,5х109 клеток/л) составляла в среднем 8 дней. Антибактериальная терапия применялась всего 63% больным: 35,4% - по поводу лихорадки неясного генеза, а 27,6% - по поводу документированной бактериемии и пневмонии. Длительность антибактериальной терапии у этих больных была достаточно короткой - в среднем 4 дня. Инвазивные грибковые инфекции в раннем посттрансплантационном периоде встречались у 3 больных [123]. 

Тем не менее, до сих пор не опубликовано четких сведений, подтверждающих снижение частоты инфекционных осложнений после трансплантации мобилизованных гемопоэтических клеток крови. Schiodt I. с соавторами сопоставляли течение раннего периода после аутотрансплантации в зависимости от вида миелотрансплантата. В исследование были включены 61 пациент: 28 – после трансплантации костного мозга и 33 – после трансплантации гемопоэтических клеток крови. Достоверных различий в структуре инфекционных осложнений между двумя группами пациентов найдено не было [131].

Nucci M. с соавторами ретроспективно сравнили частоту и тяжесть инфекционных осложнений после аллогенной трансплантации в зависимости от вида миелотрансплантата. Было показано, что у больных, которым трансплантировали гемопоэтические клетки крови, период нейтропении был короче, однако различий по частоте и характеру инфекций, а также длительности антибактериальной терапии в первые 30 дней после трансплантации не отмечалось [115]. Более того, Offidani М. с соавторами не удалось подтвердить положительную роль Г-КСФ, назначавшегося 150 больным после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток с целью укорочения периода нейтропении. Исследователи не зафиксировали снижение частоты инфекционных осложнений в ранние сроки после трансплантации [117].
Первые 30 дней после трансплантации характеризуются аплазией кроветворения и глубокой иммуносупрессией, необходимой для приживления миелотрансплантата. Этот период определен клиницистами как первый или ранний [29]. В течение этого периода у реципиентов гемопоэтических клеток кроме длительной нейтропении отмечается еще один фактор риска развития инфекции – это нарушение целостности кожи и слизистых оболочек. Внутривенные катетеры, которые устанавливаются больным для парентерального введения лекарственных средств, компонентов крови и парентерального питания, могут оказаться входными воротами для условно-патогенных микроорганизмов, контаминирующих кожу (например, коагулазонегативных стафилококков, золотистого стафилококка, энтерококков и дрожжевых грибов рода Candida) [35,119,125]. Слизистые оболочки желудочно-кишечного тракта повреждаются вследствие токсического влияния высокодозной химиотерапии. Микрофлора полости рта и кишечника также является источником инфекции. В этих случаях «проблемными» микроорганизмами обычно бывают грамотрицательные бактерии и дрожжевые грибы рода Candida, при удлинении периода нейтропении существует опасность возникновения инвазивного аспергиллеза [10,12,51,71,83,93,101,111,129].

Второй, или промежуточный период после трансплантации включает в себя период времени с 31 по 100 дни после трансплантации [29,84,112,116]. Эти сроки характеризуются нарушением клеточного и гуморального звена иммунитета как у реципиентов аллогенного, так и аутологичного трансплантата. Хотя к концу первого месяца после трансплантации количество нейтрофилов периферической крови приближается к нормальным значениям, функциональное состояние этих клеток остается нарушенным. Риск возникновения инфекции сохраняется высоким. В исследовании Zimmerli W. было показано, что если в эти сроки у реципиента аллогенного костного мозга развивается РТПХ, то нормализации функции нейтрофилов не происходит в течение длительного периода. Авторам удалось доказать, что между дефектом функции нейтрофилов и возникновением пирогенных реакций существует четкая зависимость [151]. 

Кроме того, в эти сроки реципиентам аллогенных гемопоэтических клеток применяются иммуносупрессивные препараты, направленные на профилактику или лечение РТПХ [92,118,130]. Эти мероприятия еще более повышают восприимчивость пациентов к инфекциям. Среди инфекционных осложнений преобладают вирусные инфекции, вызванные вирусом простого герпеса 1,2 типов или цитомегаловирусом [40,48,67,78,94,106,113]. Нередко вирусные инфекции принимают генерализованный характер и сопровождают суперинфекцию, вызванную условно-патогенными микроорганизмами [110]. В эти сроки довольно часто наблюдаются инфекционные осложнения, обусловленные такими патогенными микроорганизмами как Pneumocystis carinii и грибами рода Aspergillus [8,42,64,82,83,112,148].

Третий или поздний период после трансплантации условно начинается после +100 дня [29,84,111,115]. Через 3-4 месяца после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток частота инфекционных осложнений снижается [37]. А у пациентов, перенесших  аллогенную трансплантацию, риск развития инфекций остается все еще высоким, поскольку именно в эти сроки развивается хроническая РТПХ, клиническое течение которой сопровождается выраженным дефектом как гуморального, так и клеточного иммунитета [1,35,80,92,118]. Инфекции, осложняющие течение этого периода, в большинстве случаев, вызваны вирусами: цитомегалии, вирусом Эпштейна-Барр, вирусом ветряной оспы, респираторно-синцитиальными вирусами [40,47,52,63,67,69,75,90,95,116,144]. В литературе представлены сведения, что глубокий дефицит Т - клеточного звена иммунитета за счет снижения уровня CD4+ клеток способствует появлению инфекций, вызываемых грибами, Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii и инкапсулированными бактериями [9,42,53,59,102,104,122,137,148]. 

1.1. Характеристика раннего периода после трансплантации 
гемопоэтических клеток.
Ранний период после трансплантации гемопоэтических клеток, включающий в себя период с 0 дня по 30 день после трансплантации, характеризуется приживлением миелотрансплантата. Токсическое действие предтрансплантационного кондиционирования на кожу и слизистые желудочно-кишечного тракта, а также нейтропения являются основными предрасполагающими факторами в развитии инфекционных осложнений. Уже во время проведения предтрансплантационного кондиционирования больным выполняется строго определенный набор профилактических мероприятий, направленных на предупреждение инфекционных осложнений. Среди них – изоляция больного в асептических палатах, селективная деконтаминация кишечника, обработка кожи и слизистых антисептиками. Тем не менее, инфекция остается серьезной проблемой [6,18,23,27,62,69,80,140].

Наиболее частыми клиническими манифестациями инфекционных осложнений в эти сроки являются фебрильная лихорадка, мукозиты, пневмония, бактериемия. В большинстве случаев инфекционный процесс может проявляться только лишь лихорадкой на фоне нейтропении [7,8,50,58,66,89,131,135,138]. 

Во время первого эпизода лихорадки у реципиентов не всегда удается определить этиологию (патогенный микроорганизм) и локализацию очага инфекции. Так, Moller J. с соавторами сообщали, что фебрильные эпизоды наблюдались у 86% больных при аллогенной трансплантации, и у 93% больных после аутологичной трансплантации. При этом микробиологические исследования крови давали положительный результат не более чем в половине случаев, патоген удавалось выявить лишь у 48-50% обследованных больных. Наиболее частой причиной бактериемии в обеих группах больных оказались коагулазонегативные стафилококки [111].

Salazar R. с соавторами изучали течение раннего периода после высокодозной химиотерапии и аутотрансплантации гемопоэтических клеток у 126 больных с лимфомами и солидными опухолями. Было обращено внимание на высокую частоту фебрильных эпизодов (94%) и бактериемий (31%). Столь значительное число осложнений авторы объясняли тем, что продолжительность глубокой нейтропенией (<0,1х109клеток/л) достигала в среднем 5 дней, хотя период агранулоцитоза после трансплантации длился в среднем 9-11 дней. При этом было отмечено, что причиной возникновения инфекции в 35 случаях являлись внутривенные катетеры [128]. 

В исследованиях Kolbe K. c соавторами также упоминается высокая частота нейтропенической лихорадки, которая наблюдалась у 94% больных. При этом в 39% случаев документированная бактериемия была представлена в основном грамположительными микроорганизмами [89]. Tomas JF. с соавторами ретроспективно проанализировали 174 фебрильных эпизода, возникавших в ранние сроки после трансплантации. При микробиологическом исследовании крови возбудитель был выявлен в 54% случаев. Среди патогенов 85% составляли грамположительные микроорганизмы, преимущественно коагулазонегативные стафилококки, а 22% - стрептококки из группы зеленящих. Смертность в этой группе больных от бактериальной инфекции равнялась 4,8% [140]. 

Fere P. с соавторами представили результаты изучения частоты и этиологии инфекционных осложнений у 622 больных, трансплантация гемопоэтических клеток которым выполнялась с 1982 г. по 2001 г. Оказалось, что на одного больного приходилось в среднем по 0,65 эпизоду фебрильной лихорадки. Ведущая роль в генезе фебрильной лихорадки отводилась коагулазонегативным стафилоккокам, которые были выявлены в 42% случаев. В то же время, у каждого третьего реципиента в крови обнаруживались грамотрицательные бактерии (32% случаев). Такие редкие патогены, как анаэробы, встречались в 2%, а фунгемия - в 3% случаев. Бактериемия чаще диагностировалась после аллогенной трансплантации (0,96 эпизода на одного больного), и почти вдвое реже после аутологичной трансплантации (0,44 эпизода на одного больного). Кроме того, авторы представили убедительные сведения о том, что частота фебрильных эпизодов и бактериемий у больных после трансплантации уменьшается с каждым годом. Так, до 1990г. на одного больного приходилось по 0,92 эпизоду указанных осложнений; в период с1990 по 1996гг.- по 0,66 эпизоду; с 1997 по 2001гг. – по 0,55 эпизоду фебрильной лихорадки [66].

Помимо бактериемии тяжелым инфекционным осложнением после трансплантации гемопоэтических клеток является пневмония [40,51,74,76,103]. Группа исследователей во главе с J-H. Yoo изучали характер инфекционных осложнений у 306 реципиентов гемопоэтических клеток. Авторы опубликовали данные о том, что пневмония являлась ведущим осложнением в ранние сроки после трансплантации и частота ее в период с 1993г. по 1999г. достигала 34,8% [84]. 

Chien-Shing Chen при анализе инфекционных осложнений у 1359 реципиентов гемопоэтических клеток отметил, что пневмония была диагностирована у 341 пациента, то есть частота этого осложнения составила 25%. У 144 пациентов удалось определить этиологию поражения легких. Так в 33(10%) случаях пневмония оказалась вирусной природы, в 31(9%) – бактериальной и в 20(6%) – смешанной природы. В 25(7%) случаях был диагностирован идиопатический пневмонит, в 19(6%) случаях – выявлены грибы, а в 16(5%) случаях пневмония была вызвана Pneumocystis carinii. Кроме того, авторы показали, что инфекционное поражение легочной ткани в раннем периоде после трансплантации встречалось чаще у больных после аллогенной, чем после аутологичной трансплантации (34% и 13%, соответственно). Также были представлены сведения о том, что после трансплантации от неродственного донора пневмония развивалась чаще, чем после трансплантации от родственного донора (39% и 26%, соответственно) [53]. 

На рабочем совещании Европейской группы трансплантации костного мозга (ЕВMT) в 2002 году было отмечено повышение частоты инфекций, вызванных Streptococcus pneumoniae. Так, в течение трех с половиной лет был зафиксирован 51 эпизод системной пневмококковой инфекции. Несмотря на то, что инфекции, вызванные Streptococcus pneumoniae, в основном встречались в более поздние сроки после трансплантации, в 7 случаях пневмококковая пневмония и бактериемия были зарегистрированы в период с 1 по 35 дни (в среднем на 3 день) после трансплантации. В 2 (28%) из этих 7 случаев осложнения привели к летальному исходу. Кроме того следует отметить, что пневмококковая инфекция встречалась чаще после аллогенной трансплантации, чем после аутологичной (12% против 4%, р<0,01) [65].

В ряде случаев вопрос об уточнении локализации очага инфекции остается спорным. Некоторые авторы считают, что некротические поражения слизистых желудочно-кишечного тракта (как полости рта, так и кишечника) можно расценивать как очаги инфекции [19,58,108,132,134]. Wardley AM. с соавторами опубликовали результаты анализа частоты и характера стоматитов у больных после аллогенной трансплантации в условиях традиционного миелоаблативного кондиционирования. Стоматиты встречались в 99% случаев и в 67,4 % достигали III –IV степени тяжести [146]. 

Стоматит, развившийся вследствие токсического действия предтрансплантационного кондиционирования, зачастую являлся потенциальным источником бактериемии [62,65]. 

Labarca JA. с соавторами описали 8 случаев бактериемии, вызванной Stenotrophomonas maltophilia, после аллогенной трансплантации. Во всех представленных случаях глубокая длительная нейтропения сопровождалась тяжелыми мукозитами [91]. Lucas VS. с соавторами изучали микрофлору слизистой рта после аллогенной трансплантации. Сбор слюны и ее микробиологическое исследование осуществляли до и в различные сроки после трансплантации. Оказалось, что в период нейтропении количество патогенных стрептококков увеличивалось с 12,1% до 48,4% [96]. Результаты еще нескольких исследований подтверждают важность исследования микрофлоры при стоматитах. Так стрептококки из групп зеленящих, выявляемые после трансплантации в полости рта, вызывали неконтролируемый сепсис и септический шок [39,91,93,134]. 

Sook Bin Woo, проведя анализ осложнений после 59 трансплантаций костного мозга, показал, что поражение слизистой полости рта встречалось в 76,3 % случаях (78,6% - при ауто-ТКМ, 70,6%- при алло-ТКМ). Чаще всего мукозит развивался на 5 день после трансплантации. Поражение слизистой полости рта в столь ранние сроки расценивалось как токсическое воздействие высоких доз миелосана, применявшегося в качестве предтрансплантационного кондиционирования. Эпителизация поврежденной слизистой происходила на 15 день после трансплантации и совпадала с периодом восстановления уровня нейтрофилов более 0,5х109 клеток/л. Авторами было проведено сопоставление частоты колонизации слизистой полости рта дрожжевыми грибами с частотой инвазивного кандидоза. Оказалось, что колонизация слизистой полости рта дрожжевыми грибами рода Candida определялась в 47,4% случаях, в то время как инвазивный кандидоз у наблюдавшихся больных был зарегистрирован в 2(3,4%) случаях. Кроме того, было отмечено, что Candida spp. со слизистой полости рта выявлялись одинаково часто как у больных с тяжелыми мукозитами, так и без этого осложнения [62,138]. 

По данным литературы, у 50% реципиентов гемопоэтических клеток определялся стоматит, вызванный Candida spp., но инвазивный кандидоз регистрировался у 18,0-38,6% пациентов и не всегда коррелировал с наличием мукозита [34,54,57,61,62,132]. Среди возбудителей кандидозного эзофагита ведущее место занимала C. albicans, затем следовали C. tropicalis, C. krusei, С. kefyr, C. parapsilosis и C. glabrata, которые при эзофагитах встречались редко. Однако по данным некоторых трансплантационных центров, частота обнаружения этих патогенов возрастала у реципиентов, антигрибковая профилактика которым проводилась флуконазолом [10,12,54,62].

Немаловажная роль в этиологии мукозитов, по данным литературы, отводится вирусам семейства герпес. Так, Carrega G. с соавторами исследовали соскоб с поврежденной слизистой у 20 детей, которым проводилась высокодозная химиотерапия с последующей аутотрансплантацией. У 10 больных с тяжелыми проявлениями стоматита был выявлен вирус простого герпеса: вирус простого герпеса 1 типа встречался намного чаще, чем вирус простого герпеса 2 типа (8% и 2%, соответственно) [48]. Lloid ME. исследовал биоптаты язвенных дефектов на слизистой языка и щек у 7 больных после аллогенной трансплантации, и у 5 из этих пациентов иммуногистохимически был выявлен антиген цитомегаловируса [95].

Поражение слизистой кишечника клинически проявляется диареей. Если диарея сопровождается лихорадкой и болевым синдромом, вздутием кишечника и секвестрацией жидкости, речь идет о нейтропеническом энтероколите и тифлите микробной этиологии [19,108,150]. Спектр возбудителей при этом очень разнообразен: Candida spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli, Clostridium spp., Klebsiella spp., Streptococcus bovis, Citrobacter spp., Bacillus fragilis, Enterobacter spp., Acinetobacter spp., и другие грамотрицательные бактерии. Нередко возникшая диарея ассоциирована с Clostridium difficile. Диагностируемый в этих случаях псевдомембранозный энтероколит может явиться жизнеугрожающим осложнением [19,28,51,71,87,108,139].

При анализе структуры инфекционных осложнений необходимо учитывать важную роль микробной колонизации слизистых в развитии системной инфекции. Как свидетельствуют многочисленные публикации, эндогенная флора больного является одним из основных источников инфецирования, а у пациентов с колонизированными слизистыми риск развития инфекционных осложнений значительно выше, чем у больных с отсутствием микробной колонизации [28,51,71,93,101,111,129,139]. При этом наиболее частыми возбудителями бактериемии оказывались грамположительные микроорганизмы, хотя нередко выявлялись и грамотрицательные бактерии. Так, Rotstein C. наблюдая 25 больных после аллогенной трансплантации, выявил 58 эпизодов бактериемий и 6 эпизодов фунгемий. Наиболее частым патогеном (32 случая) оказался коагулазонегативный стафилококк. Возникновению стафилококковой бактериемии предшествовала распространенная колонизация, коагулазонегативный стафилококк был обнаружен в 31(86%) из 36 мазков из зева, в 25(71%) из 35 образцов кала и в 6(86%) из 7 посевов крови из катетера Хикмана. Стрептококки из группы зеленящих были обнаружены в 26(81%) из 32 исследований микрофлоры зева, при этом отмечалась высокая корреляция с возникновением бактериемий – 88% [125]. Donelly JP. также утверждал, что источником бактериемии, вызванной коагулазонегативным стафилококком, являлась эндогенная флора, колонизировавшая слизистые желудочно-кишечного тракта [61,62].

 В опубликованной литературе встречаются сведения о том, что некоторые полирезистентные грамположительные бактерии, например, Corynebacterium jeikeium, могут обуславливать вялотекущие инфекционные процессы. А такие грамположительные микроорганизмы, как Staphylococcus аureus, зеленящие стрептококки, пневмококки, при отсутствии своевременно начатой адекватной антимикробной терапии могут вызывать фульминантно протекающие системные инфекции, приводящие к летальному исходу. Грамотрицательные бактерии, особенно Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli и Klebsiella spp., также остаются частыми причинами системных инфекционных осложнений [7,58,79,87,93,110,111,121,125,139]. 

Начиная с 1980 г. возросла частота обнаружения энтерококков, устойчивых к ванкомицину. Так, Gordts B. с соавторами показали, что источником энтерококков устойчивых к ванкомицину являлся желудочно-кишечный тракт [71]. При этом факторами, индуцирующими колонизацию слизистой кишечника ванкомицин-устойчивыми энтерококками, оказались терапия цефалоспоринами и длительная госпитализация больных [28,51]. Bronc M. с соавторами описали вспышку нозокомиальной инфекции, вызванной ванкомицин-устойчивыми штаммами энтерококков, у реципиентов гемопоэтических клеток. Бактериемия возникла у 8(27,6%) пациентов, при этом колонизация слизистой кишечника определялась в 21 из 29(72,4%) случаев, а у части пациентов была выявлена колонизация нескольких локусов (штаммы высевались из зева, мочи, влагалища, с кожи) [45]. 


Помимо бактериальной флоры нередко причиной тяжелых системных инфекций после трансплантации гемопоэтических клеток являются грибы. Грибковые инфекции развиваются чаще всего через 2–3 недели после трансплантации и являются, как правило, суперинфекциями [12,47,54,61,83,101,111,129]. Предрасполагающими факторами в развитии инвазивных грибковых инфекций, по данным литературы, являются длительная нейтропения, терапия глюкокортикостероидными препаратами по поводу РТПХ и антибактериальная терапия [79,83,92,101,130]. При аутологичных трансплантациях грибковые инфекции встречаются реже, чем при аллогенных, что обусловлено коротким периодом нейтропении и антибиотикотерапии [33,36,37,78,88,117,128,131].

 Carole A. с соавторами показали, что наиболее частыми возбудителями грибковой инфекции являлись грибы рода Candida (11-25% случаев) и грибы рода Aspergillus (4-20% случаев) [47].


В раннем периоде после трансплантации кроме грибкового поражения желудочно-кишечного тракта и вагинального кандидоза может присоединиться и диссеминированная форма кандидоза, включающая поражение печени и селезенки (13%-23% случаев). Летальность, обусловленная системной кандидозной инфекцией, в раннем посттрансплантационном периоде достигает 40% [29,47,78,82,83,101,102]. 

При инвазивном аспергиллезе наиболее часто поражаются легкие(80%-90% случаев), аспергиллез придаточных пазух носа встречается реже - в 15% случаев [47,54,60,82,83]. Определение антигена Aspergillus (галактомананна), цитологическое и микологическое исследование бронхоальвеолярной жидкости являются высокоспецифичными методами диагностики инвазивного аспергиллеза у больных после трансплантации гемопоэтических клеток [74,82,99,100,124,141,145]. Летальность при инвазивном аспергиллезе составляет 30-50%, а при сохраняющейся нейтропении или РТПХ - 90 % [13,47,60,101].

 Более редкой формой грибковой инфекции в этом периоде являлась инфекция, вызванная иными мицелиальными грибами, например Fusarium spp. В одном из исследований данная инфекция была выявлена на 17 день после трансплантации гемопоэтических клеток, и по характеру течения были схожи с инвазивной и диссеминированной формами аспергиллеза. Необходимо помнить, что при диссеминированной форме фузариоза наблюдается вовлечение костей, костного мозга, кожи и мягких тканей, а так же инвазивное поражение легких и других органов[38,47,68].

Вирусные инфекции, встречавшиеся в раннем периоде после трансплантации, чаще всего были ассоциированы с вирусом простого герпеса 1,2 типов. Механизмом развития инфекции являлась ее реактивация. У 80% серопозитивных реципиентов в течение 4 недель после трансплантации развивались клинические проявления болезни. Наиболее частой манифестацией герпетической инфекции являлись гингивиты и стоматиты. При этом у половины больных поражение слизистых ротовой полости и глотки не сопровождалась классическим поражением губ. У 10-15% реципиентов гемопоэтических клеток инфекции, вызванные вирусом простого герпеса второго типа, протекали в виде язвенного поражения гениталий и области промежности [29,47,48].

1.2. Характеристика промежуточного периода после трансплантации гемопоэтических клеток.
Через 1,5 – 2 месяца после трансплантации гемопоэтических клеток у реципиентов полностью восстанавливаются показатели гранулоцитов и лимфоцитов периферической крови [2,3,16,17,19,21]. Однако в эти сроки у реципиентов как аллогенных, так и аутологичных гемопоэтических клеток сохраняется выраженный дефект клеточного и гуморального иммунитета. Выявляется значительное снижение уровня CD4+ и повышение уровня CD8+ Т-клеток, отмечается дефицит иммуноглобулина G (IgG) и иммуноглобулина А (IgA) [29,54,118]. И если у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток нормализация показателей иммунитета отмечается в среднем через 6 месяцев после трансплантации, то восстановлению иммунной системы у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток может препятствовать длительное применение иммунносупрессивных препаратов с целью профилактики или лечения РТПХ, а также иммунный дисбаланс, сопровождающий реакцию трансплантат против хозяина. [35,76,80,92,112,130]. В связи с этим частота и характер инфекционных осложнений во втором или промежуточном периоде после трансплантации у реципиентов аутологичного и аллогенного трансплантата могут значительно отличаться. 

Ряд исследователей отмечали, что применение именно глюкокортикоидов с целью лечения РТПХ приводит к повышению риска развития системных грибковых и бактериальных инфекций после аллогенной трансплантации [54,76,82,83,92,110,130,148]. Так Ho VT. с соавторами проанализировали прогностические факторы развития тяжелых пневмоний и их частоту в промежуточном периоде после трансплантации в зависимости от вида трансплантации. У реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток пневмонии встречались в 24%, в то время как у реципиентов аутологичных - лишь в 2,9% случаев. При этом было определено влияние иммуносупрессивной терапии на частоту развития пневмонии. У пациентов, которым проводилась профилактика РТПХ циклоспорином А и метотрексатом, частота пневмонии достигала 33%. После трансплантации гемопоэтических клеток, из которых были удалены Т-лимфоциты, что позволяло не выполнять профилактическую иммуносупрессию, инфекционные поражения легких развивались значительно реже - в 8% случаев [76].

В работе Hoyle C. было проанализировано течение посттрансплантационного периода у 818 реципиентов аутологичных и 1007 реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток. Авторы отметили что, в первые три месяца после трансплантации у 113 (6,2%) пациентов были отмечены жизнеугрожающие инфекции, подавляющее большинство из которых развивались на фоне РТПХ [78].

В другом исследовании инфекционные осложнения после аллогенной трансплантации в период с 50 по 100 дни были зарегистрированы в 43,9% случаев [116].

Бактериальные инфекции в этом периоде, как и в более ранние сроки, могут быть ассоциированы с центральным венозным катетером. Инфекционным агентом в данном случае также чаще бывают грамположительные микроорганизмы, в частности стафилококки [7,20,119,125]. В то же время в работе французских исследователей было отмечено, что системные бактериальные инфекции в период с 30 по 100 дни после трансплантации диагностировались у 33% больных и были вызваны преимущественно грамотрицательными микроорганизмами [110]. 

Одной из часто встречаемых инфекций в эти сроки является инфекция, вызванная Pneumocystis carinii. Это осложнение развивается у 5% - 32% реципиентов [47,64,97,112,122,148]. Инфекция, вызванная Pneumocystis carinii, характеризуется изолированным поражением легких, что связано с крайней низкой вирулентностью возбудителя. Однако в литературе встречаются сведения о вовлечении в инфекционный процесс костного мозга, лимфатических узлов, селезенки, печени, желудочно-кишечного тракта, сердца, надпочечников и глаз [9,29,42]. В большинстве таких случаев вышеуказанные поражения являются случайной находкой, и лишь в некоторых случаях течение болезни проявляется клинически. Для обнаружения Pneumocystis сarinii может быть использован различный клинический материал (бронхоальвеолярная жидкость; трахеальный аспират; трансбронхиальный биоптат; материал, полученный при открытой биопсии легких). Разработано множество непрямых диагностических тестов, однако, наиболее информативными методами в диагностике являются метод иммунофлюоресценции и полимеразно-цепная реакция [4,5,9,42,97,99,100]. 

Не менее частыми осложнениями в период с 31 по 100 дни после трансплантации являются грибковые инфекции. Среди них – хронический диссеминированный гепато-лиенальный кандидоз, а также кандидоз легких и др. [9,47,54]. 

Риск возникновения грибковых инфекций возрастает у пациентов с несостоятельностью или отторжением трансплантата. Jantunen с соавторами показали, что пациенты с тяжелыми проявлениями реакции трансплантат против хозяина также высоко восприимчивы к инвазивному аспергиллезу. Частота пневмонии, вызванной грибами рода Aspergillus, достигает 10%, летальность при этом остается по-прежнему высокой и составляет 90% [82,83]. 

Grow WB. с соавторами проанализировали частоту инвазивного аспергиллеза при 93 аллогенных и 149 аутологичных трансплантациях. Исследование выполнялось на протяжении 20 месяцев после трансплантации. Оказалось, что у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток не было констатировано случаев аспергиллеза, тогда, как у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток в промежуточном периоде инвазивный аспергиллез отмечался в 15,1% случаев. Грибковая инфекция развивалась в среднем на 92 день после трансплантации. Предрасполагающими факторами у этих больных являлись: применение кортикостероидов более 21 дня и наличие цитомегаловирусной инфекции в посттрансплантационном периоде [73].

Конкурирующей по частоте с бактериальными и грибковыми инфекциями в промежуточном периоде после трансплантации является цитомегаловирусная (ЦМВ) инфекция. Частота развития инфекции, вызванной цитомегаловирусом, у серопозитивных больных колеблется в среднем от 20% до 86%, а частота развития ЦМВ – болезни составляет от 2% до 43% [29,31,32,41,70,106,109,142,149]. Пневмония, вызванная вирусом цитомегалии, встречается в период с 45 по 75 день после трансплантации в основном у пациентов, которым была проведена аллогенная трансплантация. Летальность от пневмонии при этом достигала 80 - 100% [26,40,67,94,95,148,149].

Многие исследователи отмечали немаловажную роль в развитии цитомегаловирусной инфекции антитимоцитарного глобулина, применявшегося во время предтрансплантационного кондиционирования или с целью лечения РТПХ [32,40,106,107,109,112]. Так, по данным Mohty M. с соавторами, инфекция, вызванная вирусом цитомегалии, встречалась у 65% больных после кондиционирования в режиме пониженной интенсивности, и в 15-20% случаев привела к летальным исходам [110]. В литературе встречаются даннные, что частота цитомегаловирусной инфекции у пациентов после аллогенной трансплантации, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование в классическом миелоаблативном режиме, ниже, чем у тех, которым проводилось кондиционирование в режиме пониженной интенсивности, содержавшем антитимоцитарный глобулин [113]. Так у пациентов после кондиционирования в немиелоаблативном режиме виремия встречалась в 42% случаев [26,31,41,94,107,141]. 

В ряде случаев диагностика ЦМВ-инфекции была крайне затруднена, особенно если это осложнение присоединялось на фоне развернутой картины хронической РТПХ. При этом клиника ЦМВ-инфекции сочеталась с клиническими проявлениями РТПХ: поражение кишечника вследствие РТПХ и ЦМВ-энтерит, ЦМВ-колит или ЦМВ-гепатит и поражение печени вследствие РТПХ [26,31,45,94,95,149,150]. 

В литературе представлены немногочисленные сведения о поражении цитомегаловирусом желудочно-кишечного такта, печени и желчевыводящих путей [47,148,149,150]. Эзофагит, вызванный вирусом цитомегалии, встречался в среднем на 40 день после трансплантации и характеризовался множественными эрозиями в дистальном отделе пищевода. Энтериты, вызванные ЦМВ, наблюдались в 1% [47,95]. Xu L. с соавторами проанализировали 6 случаев энтеритов, вызванных цитомегаловирусом. Осложнение развивалось в период с 42 по 57 дни после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток. У всех больных отмечались клинические признаки РТПХ. Цитомегаловирусная природа энтерита была доказана на основании гистологического исследования биопсированного материала [150]. 

Поражение центральной нервной системы и органов зрения вирусом цитомегалии диагностировались редко и в основном у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток [29,95,102].

Данные литературы относительно цитомегаловирусной инфекции при аутологичной трансплантации весьма противоречивы. Так, в ряде публикаций представлены данные о низкой частоте инфекции, вызванной цитомегаловирусом. Однако некоторые исследователи сообщали сведения о повышенном риске цитомегаловирусной инфекции у пациентов, которым были перелиты CD34+-селектированные гемопоэтические клетки, а также у тех реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток, которым ранее проводилось лечение флюдарабином [77,148,149].

Спектр вирусов, обуславливающих инфекционные осложнения в промежуточном периоде после трансплантации, весьма разнообразен. Среди возбудителей встречаются аденовирусы, вирусы парагриппа, ретровирусы и др. Осложнения, вызванные аденовирусами, наблюдаются у 5% - 20% больных и могли быть как изолированными, так и системными (в виде интерстициальной пневмонии, поражения желудочно-кишечного тракта, гепатита или тубуло-интерстициального нефрита, цистита) [29,47,49,52,63,69,75]. 

La Rosa AM. с соавторами проанализировали частоту аденовирусной инфекции у 2 889 реципиентов гемопоэтических клеток. Поражение верхних дыхательных путей встречалось у 20, пневмонии у 15, энтериты у 18, геморрагические циститы у 10 больных, а диссеминированные процессы - в 13 случаях. У пациентов с поражением легких аденовирусной этиологии смертность составила 73%, а у пациентов с диссеминированной формой – 61%[90].

Поражение легких у реципиентов могло быть обусловлено и такими вирусами, как респираторно-интерстициальный вирус и вирус парагриппа 3 типа. Частота этих вирусных инфекций достигала 25%-50%. В 30% случаев возможны летальные исходы. Заболевание протекало как в виде вторичной инфекции, так и в виде изолированного поражения легочной ткани. В ряде случаев респираторно-интерстициальный вирус вызывал синуситы [47,52,69].

Вирус парагриппа 3 типа встречался с равной частотой (от 2% до 5%) как после аллогенной, так и после аутологичной трансплантации, и характеризовался преимущественно поражением дыхательных путей. Пневмония, вызванная вирусом парагриппа 3 типа, диагностировалась в 24% случаев и в основном у больных, которым проводилась иммуносупрессивная терапия глюкокортикостероидными препаратами по поводу реакции трансплантат против хозяина. При этом часто наблюдалось сочетание с аспергиллезом и бактериальной инфекцией [69].

В литературе представлены данные о поражении желудочно-кишечного тракта ретровирусами и коксакивирусами у пациентов после трансплантации. Частота этих инфекций составила 27%,а летальность от этих осложнений – 55% [29,47,108].

Геморрагические циститы вирусного происхождения после трансплантации встречались у 17-20% пациентов. Одним из предрасполагающих факторов развития цистита являлось токсическое действие циклофосфана, который входил в схемы предтрансплантационного кондиционирования. По данным литературы циститы возникали вследствие реактивации аденовируса 11 типа, вируса простого герпеса 1 типа и вируса цитомегалии [43,47,84,126,148]. Ученые из Кореи опубликовали данные о том, что геморрагические циститы, вызванные ВК-вирусом, представителем полиомавирусов, были диагностированы у 11(5%) из 242 больных в промежуточном периоде после трансплантации и возникали в среднем на 37 день после трансплантации [84].

Кроме представленных выше бактериальных, грибковых и вирусных инфекций, осложняющих течение посттрансплантационного периода, у реципиентов гемопоэтических клеток встречались и другие, например, паразитарные инфекции. Токсоплазмоз, возбудителем, которого является Toxoplasma gondii, редкая и тяжело протекающая инфекция [59]. По данным Mele A., частота токсоплазмоза после трансплантации составляет в США - 0,3%, во Франции - 5%, а в Великобритании - 1,25 % [104]. В большинстве случаев это осложнение присоединялось в период от 31 до 100 дня после трансплантации и чаще всего возникало у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток. Диагностика токсоплазмоза затруднена, так как в первые дни заболевание протекало бессимптомно, и порой единственным проявлением инфекционного процесса, была лишь лихорадка. Нередко, уже в дебюте, токсоплазмоз принимал диссеминированный характер, что в короткие сроки приводило к поллиорганной недостаточности и смерти больного [44,59,81,102,104]. 

Наиболее частыми локализациями токсоплазмоза являлись легкие, сердце, головной мозг, печень. Поражение центральной нервной системы клинически характеризовались судорожным синдромом (14%), головными болями (13%), нарушением сознания (13%), тремором (5%) и гемипарезами (2%). Симптомами поражения легких являлись одышка (12%), гипоксемия (6%), тахипноэ (7%) и кашель (6%) [57]. Заболевание протекало в виде изолированного медленно прогрессирующего энцефалита или пневмонии, а также в виде диссеминированной генерализованной формы. Церебральные формы токсоплазмоза, по данным литературы, возникали в среднем на 76 день после трансплантации. Примерно в 80% случаев удавалось их диагностировать и своевременно назначать специфическую терапию. Диссеминированные формы токсоплазмоза были выявлены в 80% случаев при аутопсии [102,104].
Small TN. с соавторами сообщили, что токсоплазмоз развивался в 40% случаях, если у донора и реципиента определялся высокий уровень иммуноглобулинов класса G к Toxoplasma gondii, и в 30% случаях, если серопозитивными были только реципиенты. Предрасполагающими факторами для развития инфекции оказались наличие у реципиентов гемопоэтических клеток антител к Toxoplasma gondii, которые выявлялись еще до трансплантации, а также инфузия аллогенных гемопоэтических клеток, из которых были удалены Т-клетки [137]. 

Диагностика токсоплазмоза осуществляется серологическими исследованиями (мониторинг уровня антител классов IgA, IgM, IgG) и методом ПЦР (выделение ДНК Toxoplasma gondii в клетках крови). Метод ПЦР является высоко специфичным (100%), но обладает низкой чувствительностью (30-50%). Некоторые исследователи предлагают использовать ПЦР для мониторинга эффективности терапии токсоплазмоза [81,137]. 

1.3. Характеристика позднего периода после трансплантации гемопоэтических клеток.

Через 3-4 месяца после трансплантации у реципиентов аутологичных и аллогенных гемопоэтических клеток без признаков реакции трансплантат против хозяина значительно реже встречаются тяжелые инфекционные осложнения. Однако у пациентов с признаками РТПХ, которым проводится иммуносупрессивная терапия, и у реципиентов неродственных аллогенных гемопоэтических клеток сохраняется высокий риск возникновения тяжелых инфекций [29,118,130]. 

Хроническая РТПХ является весьма частым осложнением позднего периода после аллогенной трансплантации, и диагностируется у 30%-50% пациентов после 100 дня после трансплантации [80]. Негативная роль хронической РТПХ в отношении развития поздних инфекционных осложнений отражена в исследованиях Ochs L. Авторы сообщали, что у пациентов с ограниченной формой хронической РТПХ высокий риск возникновения тяжелых инфекций сохраняется на протяжении 6 месяцев после трансплантации гемопоэтических клеток от родственного донора, и даже в течение всего первого года после трансплантации от неродственного донора [116].

Наиболее часто хроническая РТПХ в эти сроки проявляется склеротическими изменениями кожи. В области фиброзных изменений кожи и подкожной клетчатки развиваются язвенные дефекты, что в свою очередь ведет к присоединению вторичной инфекции. Одновременному возникновению мукозитов способствуют поражения слизистой, сопровождающие РТПХ [29,80]. При стоматитах немаловажную роль играет нарушение оттока слюны и недостаточное содержание антител IgA в слюне, а также язвенные дефекты слизистой полости рта [57]. Следует отметить, что наиболее часто такие изменения встречаются у пациентов, которым проводилось предтрансплантационное кондиционирование в немиелоаблативном режиме [112]. 

Частота инфекционных осложнений в позднем периоде после трансплантации анализировалась в нескольких исследованиях. Отмечено, что в период с 3 по 6 месяц после трансплантации инфекционные осложнения были диагностированы у 21,8% больных, а в период с 6 по 12 месяцев после трансплантации – еще у 25,8% пациентов [84,116].

Ochs L. с соавторами показали, что частота бактериальных инфекций в позднем периоде достигала 52%. При этом в 51,5% случае осложнения были вызваны грамположительныи микроорганизмами, в частности Staphylococcus coagulase-negative, Enterococcus spp. и Staphylococcus aureus, а в 48,5% случаях – грамотрицательными палочками, в основном энтеробактериями. Mohty М. с соавторами в своем исследовании обнаружили, что бактериальные инфекции, вызванные грамотрицательными бактериями, развивались в среднем на 124 день после трансплантации, а частота их составила 33% [110,116]. Наиболее тяжелыми инфекциями, развивающимися на фоне глубокого иммунодефицита, являются бактериальные, вызванные капсулообразующими микроорганизмами, а именно, Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae. По данным литературы, в позднем посттрансплантационном периоде пневмонии, вызванные Streptococcus pneumoniae, встречались в 27% случаев [65]. Корейские ученые зарегистрировали 26 случаев бактериальной инфекции в отдаленные сроки после трансплантации, и в одном случае была зарегистрирована бактериемия, вызванная Streptococcus pneumoniae [84].

Второй по значимости в поздние сроки после аллогенной трансплантации является инфекция, вызванная вирусами. Вирусные инфекции присоединялись несколько позже, в среднем на 5-6 месяцах после трансплантации. При этом после аллогенной трансплантации от родственного донора частота цитомегаловирусной инфекции равнялась 35%, инфекции, вызванной вирусом опоясывающего герпеса - 26,2%, а вирусом простого герпеса 1,2 типов - 15%. При аллогенной трансплантации от неродственного донора цитомегаловирусная и герпетическая инфекции встречались практически также часто (33,3% и 17,6%, соответственно), в то время как инфекции, обусловленные опоясывающим герпесом, наблюдались вдвое реже - в 11,8% случаев [47,113,116]. 

Некоторые авторы отмечали высокий риск развития ЦМВ-болезни в отдаленном периоде после трансплантации, частота которой достигала 81,3%. В 93,8% случаях ЦМВ-болезнь возникала на фоне хронической РТПХ. Смертность в этой группе больных составляла 43,8%, основной причиной которой являлась пневмония [40,84,95,107,109].


Atkinson К. с соавторами также подтвердили, что предрасполагающими факторами возникновения тяжелых вирусных инфекций, в частности вызванных опоясывающим герпесом, являлись хроническая РТПХ и иммуносупрессивная терапия, проводившаяся по ее поводу [35]. Герпетическая инфекция чаще носила ограниченный характер кожных поражений (один или несколько очагов на коже), однако, в 36% случаев приводила к диссеминированным поражениям кожи. У пациентов с клиническими проявлениями РТПХ диссеминация процесса иногда обуславливала тяжелые висцеральные поражения (гепатиты, энцефалиты, пневмонии). Большинство случаев вирусного поражения легких приводили к летальному исходу [47]. 

В литературе описаны случаи реактивации на фоне иммуносупрессии еще одного представителя вируса семейства герпес – герпесвируса 6 типа. Клинически это протекало в виде кожных высыпаний, интерстициального пневмонита, энцефалита и вовлечения костного мозга [49,63,75].

Грибковые инфекции в позднем периоде после аллогенной трансплантации наблюдаются несколько реже, чем бактериальные и вирусные. Так, представили сведения о том, что грибковые инфекционные осложнения составляли около 20% из всех инфекций позднего периода. При этом грибы рода Candida выявлялись в 33,3% случаев поздних грибковых инфекций при родственной аллогеной трансплантации и в 50% случаев - при неродственной трансплантации. Грибы рода Aspergillus обнаружены в 37,5% грибковых инфекций после трансплантации от родственного донора, и 25% случаев - после трансплантации от неродственного донора [84,116,148]. 

Следует отметить, что инвазивный аспергиллез остается одной из наиболее тяжелых проблем позднего посттрансплантационного периода. Jantunen E. с соавторами проанализировали течение этого осложнения у 22 больных. Клинические проявления  аспергиллеза были диагностированы в период в среднем на 131 день после трансплантации, в основном у реципиентов с развернутой клинической картиной РТПХ. Поражение легких встречалось в 90% случаев, а поражение центральной нервной системы - в 41% случаев [82,83]. 

В еще более поздние сроки, через 7 – 12 месяцев после трансплантации, самым тяжелым инфекционным осложнением становится пневмония, вызванная Pneumocystis carinii. Lyytikainen O. с соавторами показали, что риск развития пневмоцистной пневмонии в эти сроки составлял около 13,4%. Это осложнение встречалось у 44% больных с развернутой формой РТПХ, которым проводилась длительная терапия кортикостероидами [97]. J-H Yoo с соавторами диагностировали пневмонию, вызванную Pneumocystis carinii, у 6,5% больных, при этом в 86,7% она возникала на фоне хронической РТПХ и в 53,3% случаев сочеталась с ЦМВ-болезнью [84].

На втором году после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток необходимо помнить о возможности реактивации Mycobacterium tuberculosis у реципиентов, перенесших ранее туберкулез. По наблюдениям некоторых исследователей частота этого осложнения на фоне хронической РТПХ и длительной иммуносупрессивной терапии достигала 85,7%. При этом риск присоединения туберкулеза был значительно выше у реципиентов – носителей цитомегаловирусной инфекции. Авторы указывали, что случаи туберкулеза диагностировались в период с 176 по 734 (в среднем на 452)  дни после трансплантации [47,84,136].

Итак, обзор литературы, посвященной инфекционным осложнениям у реципиентов гемопоэтических клеток, показал, что инфекции являются ведущей проблемой посттрансплантационного периода. При этом каждый временной период после трансплантации характеризуется своеобразной инфекционной структурой, обусловленной широким спектром бактериальных, грибковых и вирусных патогенов. 

Изучение характера инфекционных осложнений в зависимости от вида миелотрансплантации и при каждой нозологической форме заболевания поможет разработать четкие диагностические, профилактические и лечебные мероприятия, направленные на повышение выживаемости. 

Своевременная идентификация микрофлоры, специфичной для каждого клинического отделения, занимающегося трансплантацией гемопоэтических клеток, а также определение роли колонизации микроорганизмов будет способствовать назначению адекватной прецизионной противомикробной терапии.

Глава 2.      Характеристика больных и методы исследования.
2.1. Характеристика больных.
С декабря 2001 по февраль 2005 гг. в отделении химиотерапии гемобластозов и трансплантации костного мозга ГНЦ РАМН (руководитель отделения член-корр. РАМН Савченко В.Г.) было выполнено 83 трансплантации гемопоэтических клеток: при острых лейкозах (ОЛ) - 27 трансплантаций, хроническом миелолейкозе (ХМЛ) - 11, множественной миеломе (ММ) - 20, лимфосаркомах (ЛС) - 10, лимфогранулематозе (ЛГМ) - 7, миелодиспластическом синдроме (МДС) - 6, и при альвеолярной рабдомиосаркоме (Альв. РМС) - 2 трансплантации. Среди больных было 38 женщин и 36 мужчин в возрасте от 15 до 63 лет.

В 48 случаях были трансплантированы аутологичные гемопоэтические клетки, и в 35 случаях – аллогенные (от HLA – идентичных и совместимых в смешанной культуре лимфоцитов родных братьев и сестер). 

В таблице 1 представлено количество трансплантаций, выполненных при различных нозологических формах.

Таблица 1. Распределение больных по нозологическим формам и виду трансплантации гемопоэтических клеток.

	Вид трансплантации
	Количество трансплантаций гемопоэтических клеток 
	Всего

	
	ОМЛ
	ОЛЛ
	ХМЛ
	ЛГМ
	ЛС
	ММ
	МДС
	Альв.

РМС
	

	Аутологичная
	8
	2
	-
	7
	10
	20
	-
	1
	48

	Аллогенная 
	11
	6
	11
	-
	-
	-
	6
	1
	35

	Всего
	19
	8
	11
	7
	10
	20
	6
	2
	83


2.1.1. Характеристика реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток.
 Характеристика больных острыми лейкозами. При острых лейкозах трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток была выполнена 10 больным: 8 пациентам с ОМЛ и 2 пациентам с ОЛЛ в возрасте от 20 до 45 лет (медиана – 25 лет). В 6 случаях больным  ОМЛ и в 1 случае больному ОЛЛ трансплантация применялась в качестве консолидации I ремиссии. 2 больным ОМЛ и 1 больному ОЛЛ трансплантация была применена в качестве консолидации II ремиссии.

Характеристика больных лимфогранулематозом. Трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток была выполнена 7 больным ЛГМ в возрасте 21 – 55 (медиана – 36 лет). Стадия заболевания при диагностике у всех больных была IV. Гистологический вариант заболевания в 6 случаях определен как нодулярный склероз, в 1 случае как смешанноклеточный. В 2 случаях высокодозная химиотерапия с последующей аутотрансплантацией была выполнена в качестве консолидации I полной ремиссии, 4 больным проводилась на фоне I частичной ремиссии и 1 больному - на фоне II частичной ремиссии. У всех пациентов в дебюте заболевания выявлялись несколько неблагоприятных прогностических признаков: конгломераты лимфатических узлов в средостении и брюшной полости размерами 9 см и более (bulky disease), 2-4 экстрамедулярных поражения, высокий уровень ЛДГ сыворотки крови. 

Характеристика больных лимфосаркомами. При лимфосаркомах трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток была выполнена 10 больным в возрасте 19 – 52 (медиана – 30 лет). Стадия заболевания на момент диагностики у 7 больных расценивалась как IV, а у 3 больных - как II. При гистологическом исследовании опухоли в 7 случаях был определен крупноклеточный вариант заболевания, в 3 случаях - мелкоклеточный, при этом у 2 больных диагностирована фолликулярная лимфосаркома. Фенотип опухоли у 6 больных был представлен В – клеточной линией, у 4 больных Т – клеточной линией. Аутотранасплантация была выполнена в качестве консолидации I полной ремиссии (2 больным) или I частичной ремиссии (8 больным). В дебюте заболевания у всех пациентов определялись неблагоприятные прогностические признаки: размеры опухоли, превышающие 9 см, с прорастанием перикарда, легких, крупных сосудов, трахеи и бронхов со сдавлением, вовлечение более 2 нелимфоидных органов, высокий уровень ЛДГ сыворотки крови. 

Характеристика больных множественной миеломой. Трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток была выполнена 11 больным ММ в возрасте 36 – 63 (медиана – 51 год). В 9 случаях была выполнена двойная трансплантация с интервалом 2 – 8 месяцев (медиана – 4 мес.), и в 2 случаях была выполнена - однократная аутологичная трансплантация. На момент выполнения первой аутотрансплантации у 2 больных была документирована полная ремиссия, а у 9 больных – частичная ремиссия. На момент выполнения второй трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток уже 5 пациентов были в полной ремиссии, частичная ремиссия сохранялась у 2 пациентов, а у 2 других пациентов было констатировано прогрессирование заболевания.

Характеристика больной альвеолярной рабдомиосаркомой. В одном случае была проведена трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток пациентке 29 лет с первично-метастатической формой альвеолярной рабдомиосаркомы (T2N1M1), при этом высокодозная химиотерапеия  выполнялась с целью консолидации I частичной ремиссии.

2.1.2. Характеристика реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток.
Характеристика больных острыми лейкозами. Трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток была выполнена 11 больным ОМЛ и 6 больным ОЛЛ в возрасте 15 – 51 (медиана – 21 год). 9 больным трансплантацию выполняли в качестве консолидации I ремиссии, а 8 больным с целью консолидации II ремиссии. 

Характеристика больных хроническим миелолейкозом. Аллогенная трансплантация выполнялась 11 больным ХМЛ в возрасте 19 – 45 (медиана – 24 года); в 10 случаях - во время I хронической фазы заболевания и лишь в одном случае - на фоне II хронической фазы.

Характеристика больных миелодиспластическим синдромом. Аллогенная трансплантация была выполнена 6 больным МДС в возрасте 24 – 51 (медиана 39 лет). У 3 больных была диагностирована рефрактерная анемия, еще у 3 – рефрактерная анемия с избытком бластов. Одному больному рефрактерной анемией с избытком бластов, у которого развился рецидив заболевания после первой аллогенной трансплантации на +973 день, была выполнена вторая трансплантация от того же донора на + 1479 день после первой.
Характеристика больной альвеолярной рабдомиосаркомой. Аллогенная трансплантация была выполнена той же пациентке с первично-метастатической формой альвеолярной рабдомиосаркомы (T2N1M1) на фоне прогрессирования заболевания после аутологичной трансплантации.

2.2. Гемопоэтические клетки, использовавшиеся для трансплантации.

В качестве трансплантата были использованы гемопоэтические клетки костного мозга (КМ) или периферической крови (ГКК), а также их сочетание (КМ+ГКК). В таблице 2 представлено распределение больных в зависимости от вида трансплантата.

Таблица 2. Распределение больных в зависимости от вида перелитых гемопоэтических клеток.

	Вид трансплантации
	Вид гемопоэтических клеток
	Всего

	
	КМ
	ГКК
	КМ + ГКК
	

	Аутологичная
	-
	47
	1
	48

	Аллогенная
	30
	5
	-
	35

	Всего
	30
	52
	1
	83


При аутологичной трансплантации в 47 из 48 (98%) случаях в качестве трансплантата были использованы гемопоэтические клетки крови. Количество перелитых CD34+ клеток равнялось 1,7 – 20,1х106 кл/кг массы тела (медиана - 5,0х106 CD34+ кл/кг). В одном случае (2%) был трансплантирован костный мозг в сочетании с редуцированным количеством CD 34+ клеток. Содержание миелокариоцитов в трансплантате составляло – 3,0х108 кл/кг, а CD 34+ клеток – 1,3х106 кл/кг.

У больных множественной миеломой при первой аутотрансплантации количество перелитых CD34+ клеток составляло 2,7 – 18,0х106 кл/кг массы тела (медиана – 4,7х106 CD34+ кл/кг), а при второй аутотрансплантации составляло 3,9 – 18,0х106 CD34+ кл/кг массы тела (медиана – 9,6х106 CD34+ кл/кг).

В качестве криопротектора аутологичных гемопоэтических клеток использовали диметилсульфоксид (ДМСО).

При аллогенной трансплантации у 30(86%) больных в качестве трансплантата был использован костный мозг. Количество трансплантированных миелокариоцитов составляло от 3,0 до 6,0х108 клеток на кг массы тела больного (медиана – 3,6х108 кл/кг). В 5(14%) случаях в качестве трансплантата были использованы гемопоэтические клетки периферической крови в количестве 3,2 – 12,8х106 CD 34+ кл/кг (медиана – 4,47х106 кл/кг).

2.3. Схемы предтрансплантационного кондиционирования.

      2.3.1. Трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток.

При острых лейкозах предтрансплантационное кондиционирование во всех 10 случаях включало циклофосфан в дозе 120 мг/кг и бусульфан в дозе 16 мг/кг.

При лимфогранулематозе и лимфосаркоме высокодозное предтрансплантационное кондиционирование проводилось всем больным по программе BEAM (BCNU -300мг/м2 , VP -16 - 800 мг/м2,ARA – C -800 мг/м2, мелфалан – 140 мг/м2). 

При множественной миеломе предтрансплантационное кондиционирование проводилось высокими дозами мелфалана (200 мг/м2).

 Больной альвеолярной рабдомиосаркомой в качестве предтрансплантационного кондиционирования была использована высокодозная химиотерапия, включавшая в себя – бусульфан 16 мг/кг, мелфалан 70 мг/м2 и VP-16 500 мг/м2. 
2.3.2. Трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток.
При аллогенной трансплантации были использованы 2 режима предтрансплантационного кондиционирования: классический миелоаблативный и режим пониженной интенсивности (так называемый немиелоаблативный).

25 пациентам (14 больных ОЛ и 11 больных ХМЛ) была выполнена трансплантация аллогенного костного мозга в миелоаблативном режиме. В состав предтрансплантационного кондиционирования входили: бусульфан 16 мг/кг и циклофосфан 120 мг/кг. 

Аллогенная трансплантация в режиме пониженной интенсивности была выполнена 6 больным МДС, 3 пациентам с ОЛ и 1 пациентке с альвеолярной рабдомиосаркомой. Предтрансплантационное кондиционирование включало в себя флюдарабин 180 мг/м2, бусульфан 8 мг/кг, антитимоцитарный глобулин (АТГ) 40 мг/кг. При альвеолярной рабдомиосаркоме кондиционирование включало флюдарабин 75 мг/м2, ифосфамид 4,5 г/м2, карбоплатин 500 мг/м2, АТГ 30 мг/кг. 

Профилактика реакции трансплантат против хозяина (РТПХ) осуществлялась циклоспорином А в дозе 3 мг/кг с -1 дня по +180 день и метотрексатом в дозе 10 мг/м2 в +1, +3, +6 и +11 дни после трансплантации. 10 больным  хроническим миелолейкозом и 13 больным острыми лейкозами с целью профилактики РТПХ дополнительно назначали преднизолон с +14 по +110 дни после трансплантации в дозе от 0,5 до 1 мг/кг с последующим снижением.

2.4. Профилактика и лечение инфекционных осложнений после трансплантации гемопоэтических клеток.

Все пациенты были госпитализированы в отдельные палаты, оснащенные системой вентиляции с ламинарным потоком стерильного воздуха. Селективная деконтаминация кишечника  проводилась ципрофлоксацином (по 250 мг 2 раза в сутки) 78 больным и триметопримом/сульфаметоксазолом (по 960 мг 2 раза в сутки) - 5 реципиентам аутологичных гемопоэтических клеток крови. Профилактика микозов осуществлялась флуконазолом (начальная доза препарата составляла 200мг/сут, при назначении антибиотиков дозу увеличивали до 400 мг/сут). Профилактическое применение противомикробных препаратов отменяли при восстановлении количества гранулоцитов выше 0,5 х109клеток/л. Противовирусные препараты (валацикловир 1000 мг/сут) профилактически назначали в тех случаях, когда в анамнезе отмечались инфекции, вызванные вирусом простого герпеса 1, 2 типов. Пациентам, у которых в сыворотке крови определялся повышенный уровень антител класса IgG к вирусу цитомегалии (более 1:400), применяли ганцикловир в дозе 5 мг/кг весь период предтрансплантационного кондиционирования до развития агранулоцитоза, введение возобновляли после восстановления показателей нейтрофилов более 0,5 х109клеток/л. Профилактику пневмоцистной инфекции проводили триметопримом/сульфаметоксазолом (5 мг/кг в сутки) всем пациентам после аллогенной трансплантации гемопоэтических клеток крови в период проведения профилактики РТПХ иммуносупрессивными препаратами.

При появлении лихорадки выше 38º С назначали внутривенно антибактериальные препараты I линии – сочетание амикацина (15 мг/кг в сутки, дозу разделяли на 2 приема) с цефтазидимом (по 2г 3 раза в сутки) или цефепимом (по 2г 2 раза в сутки). Перед назначением антибиотиков забирали кровь из вены и из центрального венозного катетера для микробиологического исследования, проводили рентгенографию органов грудной клетки, при наличии стоматита выполняли посев со слизистой рта, при симптомах инфекции мочевыводящих путей – посев мочи, при признаках некротической энтеропатии – определение токсина Clostridium difficile, микробиологическое исследование кала. При сохраняющейся температуре выше 38ºС комплекс микробиологических исследований повторяли, осуществляли мониторинг антигена Aspеrgillus (галактоманнана) в крови, компьютерную томографию легких. В случае появления пневмонии проводили фибробронхоскопию с исследованием бронхоальвеолярной жидкости на наличие бактерий, грибов (дрожжевых и мицелиальных), микобактерий, нокардий, пневмоцист, герпесвирусов. 

Модификация антибактериальной терапии проводилась в соответствии с результатами микробиологических исследований. Если проводимые исследования оказывались неинформативными при сохраняющейся лихорадке, то поэтапно эмпирически добавляли ванкомицин или амфотерицин В, последующим этапом была отмена антибиотиков I линии и назначение карбапенемов (имипенема или меропенема). При некротической энтеропатии исключали энтеральное питание и назначали парэнтеральное. 

Эффективностью антибактериальной терапии считали стойкое снижение температуры тела ниже 37,5ºС, улучшение клинического состояния больного, регрессию очагов инфекции. Критериями отмены антимикробных препаратов служили: отсутствие лихорадки в течение 5 дней (максимально допустимая вечерняя температура 37,5ºС), количество гранулоцитов в гемограмме выше 0,5 х109клеток/л, отсутствие очага инфекции, отрицательные результаты микробиологических исследований.

2.5. Методы исследования.

Диссертационная работа носит клинико-лабораторный характер и состоит из двух частей. Первая часть диссертации посвящена изучению частоты и характера инфекционных осложнений, возникших у реципиентов гемопоэтических клеток в течение первого года после трансплантации. При оценке степени тяжести поражения слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта (стоматит, некротическая энтеропатия) была использована шкала токсичности CTC NCIC. Вторая часть работы посвящена исследованию состава микрофлоры слизистых у реципиентов гемопоэтических клеток в ранние сроки после трансплантации, оценке значения колонизации слизистых микроорганизмами, изучению маркеров вирусных инфекций, сопоставлению тяжести поражения слизистых с характером системных инфекций.

2. 5.1. Микробиологические исследования.
Проспективное исследование микрофлоры желудочно-кишечного тракта, носа и влагалища было проведено с апреля 2003 по февраль 2005 гг. Микробиологический мониторинг был выполнен у 46 реципиентов гемопоэтических клеток: в 24 случаях у реципиентов аутологичного и в 22 случаях - аллогенного трансплантата. Исследование микрофлоры зева и кишечника проводили до начала предтрансплантационного кондиционирования, далее после трансплантации на +3 (+5) дни, в случае сохраняющейся нейтропении на +13 (+15) дни после трансплантации. Микрофлору слизистой носа и слизистой влагалища исследовали до трансплантации и на +3 (+5) дни после трансплантации. При исследовании колонизации микроорганизмами слизистой носа проводился целенаправленный поиск мицелиальных грибов и Staphylococcus aureus. У обследуемых больных было проведено 230 исследований микрофлоры зева и кишечника; 80 исследований микрофлоры носа и 26 исследований микрофлоры влагалища.

Забор материала со слизистых зева, носа, влагалища проводили стерильными, ватными тампонами. Микробиологические исследования осуществляли согласно приказу № 535 МЗ РФ от 22.04.1985 года. Посевы проводили на агар, содержащий 5% кровь барана, среду Эндо, маннитоловый агар и среду Сабуро. 

Кровь для микробиологического исследования забирали из периферической вены и из центрального венозного катетера в объеме 8-10 мл во флаконы, предназначенные для культивирования аэробных бактерий (BACTEK PLUS Aerobic/F). С целью выявления микробной контаминации миелотрансплантата гемопоэтические клетки костного мозга или периферической крови брали из пластикового мешка непосредственно перед переливанием реципиенту в объеме 1-3 мл во флаконы BACTEC PEDS/PLUS. Инкубирование флаконов с кровью, с гемопоэтическими клетками проводилось в автоматическом анализаторе для гемокультур (BACTEK, фирмы Becton-Dickinson, США). При положительных результатах осуществляли микроскопию содержимого флакона и культуральные исследования согласно приказу 535 МЗ РФ от 22.04.1985 года.

При некротической энтеропатии исследовали кал на наличие токсина А Clostridium difficile; при отрицательном результате проводили микробиологическое исследование на наличие условно-патогенной микрофлоры.
Идентификацию микроорганизмов проводили коммерческими тест-системам фирмы «BioMerieux» (Франция): для грамотрицательных бактерий API 20 NE, API 20 E; грамположительных бактерий - API 20 Strep, API Staph, API Coryne; дрожжевых грибов - API 20C AUX. 

При сохраняющейся фебрильной лихорадке количественно определяли антиген Aspеrgillus (галактоманнан) методом одностадийного иммуноферментного анализа в образцах сыворотки больных. Определение галактоманнана осуществляли с помощью специфической диагностической тест- системы PLATELIA® Asprgillus (фирмы BIO – RAD Laboratories,США).

Все микробиологические исследования были проведены совместно с сотрудниками лаборатории клинической бактериологии, микологии и антибиотической терапии (рук. лаб. – к.м.н. Клясова Г.А.).

2.5.2. Вирусологические исследования.

С целью диагностики вирусной этиологии инфекционных осложнений в посттрансплантационном периоде проводились вирусологические исследования клинических образцов. В клетках крови, костного мозга, мочи, бронхоальвеолярной жидкости методом ПЦР с использованием коммерческих наборов ДНК-сорб Б фирмы Интерлабсервис (Россия) выявляли ДНК герпесвирусов (ЦМВ, ВПГ 1,2 типов, ВЭБ). Кроме того, вирусспецифическую ДНК определяли в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта для определения роли герпесвирусов при тяжелом течении стоматитов в ранние сроки после трансплантации.

Для амплификации выделенных фрагментов ДНК были использованы коммерческие наборы серии Амплисенс фирмы Интерлабсервис, и наборы медицинского центра Авиценна (Россия).

Для выявления вирусспецифических антител к цитомегаловирусу, вирусу простого герпеса 1,2 типов, и вирусу Эпштейна-Барр использовали метод твердофазного иммуноферментного анализа. Для количественного определения антител класса IgG к герпесвирусам применяли коммерческие тест-системы фирмы Вектор-Бест (Россия). Титрование антител проводили с разведения сыворотки крови 1:100, и далее с двукратным увеличением (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800). Для определения острой фазы репликации вируса простого герпеса 1, 2 типов исследовали антитела класса IgM с использованием тест-системы фирм Human и Medac (Германия). Для характеристики вируса Эпштейна-Барр применялись диагностические наборы для качественного выявления антител класса IgM к капсидному антигену (IgM-VCA), антител класса IgG к раннему антигену (IgG-EA), а также количественного определения антител класса IgG к ядерному антигену (IgG-NA) фирмы Вектор-Бест.
Вирусологические исследования были выполнены сотрудниками лаборатории клинико-вирусологической диагностики гепатитов и СПИД ГНЦ РАМН. (рук. лаб. – д.б.н. Филатов Ф.П.). 

2.6. Другие методы исследования.

Морфологическое исследование крови и лейкоконцентратов осуществлялось сотрудниками клинико-диагностической лаборатории (зав. лаб.- Тихонова Л.Ю.). Гистологическое исследование костного мозга, лимфатических узлов, биоптатов слизистой пищевода, желудка, печени и селезенки проводилось сотрудниками патолого-анатомического отделения (рук. отд. – член-корр. РАМН Франк Г.А.), иммуногистохимическое исследование осуществляла в.н.с., к.м.н. Капланская И.Б.

HLA–типирование пар донор–реципиент выполнялось сотрудником иммуногематологической лаборатории к.м.н. Кутьиной Р.М. (рук. лаб. – к.м.н. Головкина Л.Л.). Совместимость пар донор-реципиент в смешанной культуре лимфоцитов определялась сотрудником лаборатории клинической иммунологии к.м.н. Шпаковой А.П. (рук. лаб. – д.м.н., проф. Булычева Т.И.).

Сбор ГКК выполнялся на сепараторах непрерывного тока крови Baxter CS3000 Plus,  Gambo COBE Spectra, Haemonetic MCS Plus, Amicus сотрудниками отделения экстракорпорального очищения крови (рук. отд. – д.м.н., проф. Калинин Н.Н.). Криоконсервирование гемопоэтических клеток крови выполнялось сотрудником отделения химиотерапии гемобластозов и трансплантации костного мозга к.м.н. Момотюк К.С. (рук. отд. – член-корр. РАМН Савченко В.Г.). Содержание CD 34+ клеток в лейкоконцентратах определялось методом проточной цитофлюориометрии сотрудником лаборатории функциональной морфологии гемобластозов Грецовым Е.М. (рук. лаб. – д.б.н., проф. Воробьев И.А.). 

Рентгенологические методы исследования проводились сотрудниками отделения рентгенологии  (рук. отд. – д.м.н., проф. Готман Л.Н.). 

В процессе статистической обработки результатов рассчитывали среднее значение изучавшихся показателей (М) и их ошибки (m). Различия между средними значениями оценивались по критерию Стьюдента (18). Различия считались достоверными при вероятности ошибки р≤0,05.
Глава 3. Инфекционные осложнения после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток.

В данной главе ретроспективно проанализированы частота и характер инфекционных осложнений в течение первого года после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток у 48 пациентов с гемобластозами (острыми лейкозами, множественной миеломой, лимфогранулематозом и лимфосаркомами). 

3.1. Инфекционные осложнения раннего периода после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток.


Основное внимание в этом разделе работы было уделено анализу сроков восстановления показателей гранулоцитов периферической крови и исследованию характера инфекционных осложнений, возникающих в первые 30 дней после аутотрансплантации. Кроме того, была проведена оценка влияния вида предтрансплантационного кондиционирования и дозы перелитых CD34+ клеток на частоту и степень тяжести инфекционных осложнений. 

Восстановление гранулоцитов периферической крови.

В результате проведения высокодозной химиотерапии показатели лейкоцитов периферической крови у всех больных снижались до 0,05-0,4х109 клеток/л. При этом у 5 больных количество гранулоцитов было менее 0,5х109 клеток/л уже в день трансплантации, то есть сразу по окончании кондиционирования. У остальных пациентов агранулоцитоз выявлялся через 3 - 6 дней после инфузии гемопоэтических клеток. Продолжительность агранулоцитоза составляла от 6 до 21 дня, а восстановление числа гранулоцитов более 0,5х109 клеток/л наблюдалось через 9 - 24 дня после трансплантации. 

Нормальных значений содержание гранулоцитов достигало у всех больных в течение первого месяца после трансплантации, что свидетельствовало о своевременном приживлении аутотрансплантата.  

В таблице 3 представлена характеристика периода глубокой нейтропении у исследуемых больных. Анализ полученных данных показал, что сроки восстановления числа гранулоцитов, продолжительность агранулоцитоза и глубокой лейкопении (число лейкоцитов составляло менее 0,2х109 клеток/л) достоверно отличались в зависимости от вида высокодозного кондиционирования. Так, у больных острыми лейкозами с предтрансплантационной подготовкой бусульфаном и циклофосфаном наблюдались наиболее поздние сроки восстановления гранулоцитов (через 17,0(1,7 дней после трансплантации), а продолжительность агранулоцитоза была максимальной и достигала 12,7(1,4 дней. У больных множественной миеломой после высокодозной химиотерапии мелфаланом число гранулоцитов превысило 0,5х109 клеток/л через 14,0(0,9 дней, продолжительность агранулоцитоза составляла всего 10,8(0,5 дней, однако период глубокой лейкопении оказался наиболее длительным – 5,0(0,3 дней. Сроки восстановления гранулоцитов и продолжительность агранулоцитоза у больных лимфомами и лимфогранулематозом после высокодозной химиотерапии по схеме ВЕАМ оказались идентичными таковым у больных множественной миеломой, в то время как период глубокой лейкопении был достоверно короче (3,7(0,5 дня).

Доза перелитых CD34+ клеток также оказывала влияние на длительность периода нейтропении. Так, в группе больных, которым было перелито более 5,0х106 CD34+ клеток/кг, продолжительность как агранулоцитоза, так и глубокой лейкопении была достоверно короче, чем у пациентов с меньшей дозой CD34+ клеток. Восстановление числа гранулоцитов в этой группе больных произошло также раньше.

Таблица 3. 
Восстановление показателей гранулоцитов периферической крови после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток.

	Изучаемые параметры
	Сроки восстановления гранулоцитов периферической крови в зависимости от:

	
	вида высокодозного кондиционирования
	дозы перелитых CD34+ клеток (х106 клеток/кг)

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Цикло-фосфан

(n=11)
	1,3-5,0

медиана 

3,2

(n=25)
	5,1-20,1 медиана 10,6

(n=23)

	Восстановление числа гранулоцитов >0,5х109 кл/л (дни после транспланта-ции)
	14,0(0,9 
	14,4(1,0
	17,0(1,7*
	16,2(0,7 
	14,0(0,7*

	Продолжитель-ность агранулоци-тоза <0,5х109 кл/л (дни)
	10,8(0,5 
	11,2(0,6
	12,7(1,4*
	12,7( 0,6 
	10,6(0,7*

	Продолжитель-ность лейкопении   <0,2х109 кл/л (дни)
	5,0(0,3*
	3,7(0,5
	3,5(0,5
	4,6(0,5 
	3,9(0,5*


Примечание. * - здесь и далее: различия статистически значимы, р<0,05.

Фебрильные эпизоды.

Эпизоды повышения температуры тела до фебрильных значений отмечались у 40 из 48 (83%) больных. Как представлено на рисунке 1, в 4 случаях фебрильная лихорадка возникала уже во время проведения высокодозной химиотерапии (на –7…-3 дни). У 31 больного первый фебрильный эпизод наблюдался через 4-11 дней после трансплантации, причем у большинства больных – на 6-8 дни посттрансплантационного периода, что совпадало по срокам с развитием глубокой нейтропении. У 27 (68%) больных повышение температуры до фебрильных цифр было однократным, в то время как у 8 пациентов фебрильная температура отмечалась дважды за период наблюдения, а у 5 пациентов – по три, четыре и даже пять раз. 
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Рисунок 1. Сроки возникновения первого фебрильного эпизода.

Рисунок 2 демонстрирует, что максимальное количество больных с фебрильной лихорадкой наблюдалось в период с 6 по 9 день после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. Длительность одного эпизода фебрильной лихорадки колебалась от 1 до 10 дней, равняясь в среднем 2,0(0,3 дням. Эмпирическая антибиотическая терапия начиналась с момента присоединения фебрильной лихорадки. При этом каждый повторный эпизод повышения температуры сопровождался коррекцией антибактериальной терапии, общая длительность которой составляла от 5 до 30 дней.

У 8 (17%) больных весь ранний посттрансплантационный период протекал без фебрильных эпизодов, что позволило воздержаться от назначения им системной антибактериальной терапии.
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Рисунок 2. 
Количество больных с фебрильной лихорадкой в раннем периоде после трансплантации.
      Результаты сравнения некоторых параметров, характеризующих фебрильные эпизоды в зависимости от вида высокодозного кондиционирования и количества перелитых CD34+ клеток, представлены в таблице 4. Оказалось, что фебрильные эпизоды наибольшей продолжительности (2,4(0,8 дня) отмечались в группе больных, предтрансплантационное кондиционирование которых включало высокие дозы бусульфана и циклофосфана. После высокодозной химиотерапии мелфаланом длительность каждого эпизода фебрильной лихорадки была достоверно меньше (2,0(0,2 дня, р=0,04), чем у больных с острыми лейкозами. Однако антибиотикотерапия больных с инфекционными осложнениями после кондиционирования бусульфаном и циклофосфаном, а также после кондиционирования высокими дозами мелфалана продолжалась в течение 12,5(2,2 и 12,5(2,1 дней, что достоверно превышало длительность применения антибиотиков у больных после кондиционирования по схеме ВЕАМ (9,8(1,2 дней). 

Поскольку у 13 (32%) больных отмечалось рецидивирующее течение фебрильных эпизодов, была изучена частота повторных эпизодов фебрильной лихорадки в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования. Оказалось, что число больных с двумя и более эпизодами повышения температуры в каждой группе были сопоставимы друг с другом, достоверные различия отсутствовали. 

Тем не менее, следует обратить внимание, что однократные эпизоды фебрильной лихорадки наиболее часто наблюдались у больных острыми лейкозами (82%), и в то же время в этой группе больных не было ни одного благоприятного случая, при котором посттрансплантационный период протекал бы без фебрильных эпизодов и без антибиотикотерапии. 

Таблица 4.
 Характеристика фебрильных эпизодов в ранние сроки после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток крови.

	Изучаемые параметры
	Характеристика фебрильных эпизодов раннего посттрансплантационного периода в зависимости от:

	
	вида высокодозного кондиционирования
	дозы перелитых CD34+ клеток 

(х106 клеток/кг)

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Цикло-фосфан

(n=11)
	1,3-5,0

медиана 3,2

(n=25)
	5,1-20,1 медиана 10,6

(n=23)

	Длительность одного эпизода фебрильной лихорадки            (дни)
	2,0(0,2*
	2,0(0,3
	2,4(0,8*
	2,6(0,2
	2,0(0,3*

	Частота эпизодов феб-рильной  лихорадки      

                    1 эпизод

                    2 эпизода

                  3-5 эпизодов
	50%

20%

15%
	  41%*

   24%

6%
	82%*

9%

9%
	48%

20%

20%
	48%

26%

4%

	Количество больных без фебрильной лихорадки и без антибиотикотерапии
	15%
	29%
	-
	12%
	22%

	Длительность антибиотикотерапии                (дни)
	12,5(2,1 
	9,8(1,2* 
	12,5(2,2 
	12,5(1,3 
	10,7(1,2*


В группе больных множественной миеломой ранний период после высокодозной химиотерапии мелфаланом и аутотрансплантации в 15% случаев не осложнялся фебрильной лихорадкой. Однако отрицательным моментом явилась весьма высокая частота случаев с многократными (2 и более) фебрильными эпизодами (35%). Возможно, этот факт объясняется тем, что именно в этой группе больных отмечалась максимальная продолжительность периода глубокой лейкопении (менее 0,2х109 клеток/л).

У больных лимфогранулематозом и лимфомами, высокодозная химиотерапия которым выполнялась по программе ВЕАМ, ранний посттрансплантационный период протекал наиболее оптимально. Именно в этой группе в 41% случаев наблюдалось по одному фебрильному эпизоду и лишь у 6% больных – по три и более эпизода. Кроме того, у каждого третьего больного полностью отсутствовали инфекционные осложнения и не назначались системные антибиотики. 

Рассматривая характеристику фебрильной лихорадки в зависимости от дозы трансплантированных CD34+ клеток, удалось выявить различия по длительности и частоте фебрильных эпизодов у больных, которым было перелито 1,3 – 5,0 х106 CD34+ клеток/кг или 5,1 - 20,1х106 CD34+ клеток/кг. Следует отметить, что в группе больных, которым было перелито более 5,0х106 CD34+ клеток/кг, многократные эпизоды фебрильной лихорадки повторялись реже (4%), чем в группе больных с меньшей дозой перелитых CD34+ клеток (20%), однако различия недостоверны. В то же время обращено внимание, что длительность антибиотикотерапии в этих двух группах больных достоверно отличалась в пользу тех пациентов, у которых доза перелитых CD34+ клеток превышала 5,0х106 CD34+ клеток/к (10,7(1,2 дней против 12,5(1,3 дней, р=0,00001).

Мукозиты.
Наиболее частым осложнением раннего посттрансплантационного периода было поражение слизистой желудочно-кишечного тракта. Так, стоматиты наблюдались у всех больных в среднем через 2-3 дня, эзофагиты и гастриты – у 21 (44%) больных в среднем через 4 дня, а энтеропатия – у 22 (46%) больных в среднем через 6 дней после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. 

В таблицах 5 и 6 представлены результаты сравнения некоторых параметров, характеризующих течение этих осложнений у больных с различными вариантами высокодозной химиотерапии. 

Оказалось, что тяжелое поражение слизистой полости рта, а также эзофагит и гастрит развивались одинаково часто во всех трех группах больных, независимо от режима предтрансплантационного кондиционирования. Однако начальные признаки стоматитов возникали достоверно раньше в группах больных, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование по программе ВЕАМ и высокими дозами мелфалана, чем у больных, которым было проведено кондиционирование бусульфаном и циклофосфаном (2,7±0,3 и 2,7±0,5 против 3,5±0,6 соответственно). 

Уровень числа лейкоцитов на момент возникновения стоматита был выше в группах больных, с предтрансплантационным кондиционированием по программе ВЕАМ. В то же время было отмечено, что после кондиционирования бусульфаном и циклофосфаном течение стоматита достоверно (р=0,00001) продолжительнее (12,1±1,0 дня), чем в группах больных множественной миеломой, лимфогранулематозом и лимфомами (9,6±0,6 и 9,0±0,5 дней). 

Таблица 5. 
Частота и характеристика поражения слизистых желудочно-кишечного тракта в раннем периоде после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. 

	Исследуемые параметры

 
	Частота и характеристика поражения слизистых ЖКТ в первые 30 дней после трансплантации в зависимости от:

	
	вида высокодозного кондиционирования
	дозы перелитых CD34+ клеток

(х106 клеток/кг)

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Цикло-фосфан

(n=11)
	1,7-5,0

медиана 3,2

(n=25)
	5,1-20,1 медиана 10,6

(n=23)

	Стоматит

                из них III-IV ст.
	100%

23%
	100%

30%
	100%

36%
	100%

33%
	100%

26%

	День возникновения стоматитов, день после трансплантации
	2,7±0,3
	2,7±0,5
	3,5±0,6*
	2,6±0,2
	3,6±0,3*

	Число лейкоцитов на момент возникновения стоматитов (х109/л)
	1,2±0,3*
	1,9±0,5*
	1,7±0,6


	1,6±0,4
	1,5±0,4



	Длительность стоматитов, дни
	9,6±0,6
	9,0±0,5
	12,1±1,0*
	10,0±0,7
	8,9±0,6*

	Эзофагит ( гастрит
	45%
	41%
	45%
	44%
	35%


Доза перелитых CD34+ клеток также оказывала влияние на сроки возникновения и длительность стоматита. Так, в группе больных, которым было перелито более 5х106 CD34+ клеток/кг, начальные признаки появлялись достоверно позже (р=0,00001), а продолжительность стоматитов была достоверно короче (8,9±0,6 против 10,0±0,7 дней, р=0,00001), чем в группе больных, которым было перелито менее 5х106 CD34+ клеток/кг.

В отличие от стоматитов, частота развития некротической энтеропатии несколько отличалась в группе больных с различным предтрансплантационным кондиционированием. Так, значительно реже это осложнение наблюдалось у больных острыми лейкозами после кондиционирования бусульфаном и циклофосфаном (27% случаев), в то время как в остальных группах больных частота некротической энтеропатии достигала 55% и 47%. Тяжелое (III-IV степень) течение этого осложнения наблюдалось значительно чаще у больных, схема предтрансплантационного кондиционирования которых содержала мелфалан.

Таблица 6. 
Частота и характеристика поражения слизистой кишечника в раннем периоде после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. 

	Исследуемые параметры

 
	Частота и характеристика поражения слизистой кишечника в первые 30 дней после трансплантации в зависимости от:

	
	вида высокодозного кондиционирования
	дозы перелитых CD34+ клеток

(х106 клеток/кг)

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Цикло-фосфан

(n=11)
	1,7-5,0

медиана 3,2

(n=25)
	5,1-20,1 медиана 10,6

(n=23)

	Некротическая энтеропатия

                из них III-IV ст.
	55%

55% 
	47%

50%
	27%

33%
	44%

36%
	48%

73%

	День возникновения некр. энтеропатии, день после трансплантации
	6,6±0,6
	4,7±1,0*
	6,0±0,7
	6,1±0,5
	5,0±0,7*

	Число лейкоцитов на момент возникновения некр. энтеропатии (х109/л)
	0,3±0,1
	1,9±0,9*
	0,2±0,03
	0,3±0,1
	1,4±0,7*

	Длительность некр. энтеропатии, дни
	9,5±0,9
	9,1±1,7
	9,3±0,6
	9,3±0,8
	9,6±1,1


Наиболее ранние сроки поражения слизистой кишечника наблюдались в группе больных, предтрансплантационное кондиционирование которых выполнялось по схеме ВЕАМ. Так уже через 4,7±1,0 дня после трансплантации диагностировали некротическую энтеропатию. Число лейкоцитов в периферической крови при этом оставалось еще относительно высоким (1,9±0,9х109 клеток/л), то есть начальные признаки этого осложнения появлялись еще до развития агранулоцитоза. Длительность клинических проявлений некротической энтеропатии была практически одинаковой во всех группах больных и варьировала от 9,1±1,7 до 9,6±1,1 дней.

При сопоставлении частоты поражения слизистой кишечника в группах больных с различной дозой трансплантированных CD34+ клеток, не удалось выявить каких – либо отличий. Тот факт, что среди больных, которым трансплантировано свыше 5,0х106 CD34+ клеток/кг, отмечалось большее число случаев тяжелой некротической энтеропатии вероятнее всего обусловлен тем, что в эту группу попали преимущественно больные множественной миеломой, предтрансплантационное кондиционирование которых содержало высокие дозы мелфалана. Этой же причиной можно объяснить и более ранние сроки присоединения этого осложнения – через 5,0±0,7 дней после трансплантации на фоне числа лейкоцитов периферической крови – 1,4±0,7х109 клеток/л.

Полное купирование клинических проявлений поражения слизистой желудочно-кишечного тракта наблюдалось после восстановления нормального числа гранулоцитов.

Таблица 7.
 Частота инфекционных осложнений в ранние сроки после

трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток крови.

	 Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений в первые 30 дней после трансплантации в зависимости от:
	Всего

(n=48) 

	
	вида высокодозного кондиционирования
	дозы перелитых CD34+ клеток

(х106 клеток/кг)
	

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Цикло-фосфан

(n=11)
	1,7-5,0

медиана3,2

(n=25)
	5,1-20,1 медиана

10,6

(n=23)
	

	Пневмония
	4(20%)
	2(12%)
	1(9%)
	4(16%)
	3(13%)
	7(15%)

	Сепсис
	-
	1(6%)
	-
	-
	1(4%)
	1(2%)

	Цистит
	1(5%)
	-
	-
	-
	1(4%)
	1(2%)

	Гайморит
	1(5%)
	-
	-
	1(4%)
	-
	1(2%)

	Всего 
	6(30%)
	3(18%)
	1(9%)
	5(20%)
	5(22%)
	10(21%)


Пневмония, сепсис.

Тяжелые инфекционные осложнения в раннем посттрансплантационном периоде были диагностированы у 8 (17%) больных в период с +3 по +10 дни: в 7 случаях – пневмонии и в 1 случае – сепсис. Ни один пациент не умер от инфекционных осложнений, связанных с проведенным лечением.

В четырех случаях пневмония была двусторонней и в трех случаях – односторонней. У пяти больных рентгенологически подтверждено нижнедолевое и у 2 больных – субтотальное поражение легочной ткани. В 5 случаях пневмония носила интерстициальный и в 2 случаях – очаговый характер.

Развитие пневмонии лишь у одного больного совпало с первым фебрильным эпизодом. У остальных шести пациентов присоединение пневмонии обусловило второе фебрильное повышение лихорадки в среднем через 4 дня после первого.

Оба случая субтотальной интерстициальной пневмонии осложнялись острой дыхательной недостаточностью с метаболическим ацидозом, одышкой, компенсаторной гипокапнией. Пациентам выполнялась фибробронхоскопия. В результате исследования бронхоальвеолярной жидкости в одном случае были выявлены колонии грибов рода Candida krusei и ДНК вируса простого герпеса 1,2 типов, в другом случае – Pneumocystis carinii методом ИФА (недиагностическое количество). При одновременном вирусологическом исследовании крови у второго пациента были обнаружены превышающие норму значения титра антител к цитомегаловирусу и вирусу простого герпеса 1,2 типов. Оба пациента были успешно излечены. В первом случае флуконазол, применявшийся с профилактической целью, был заменен на липосомальный амфотерицин В в дозе 3-5 мг/кг/сутки, а также был назначен ацикловир по 1500 мг/сутки. Во втором случае, кроме добавления ганцикловира в дозе 10 мг/кг/сутки и замены флуконазола на амфотерицин В, было выполнено три последовательные смены антибактериальных препаратов, при этом ответ был достигнут при добавления левофлоксацина.

Единственный случай сепсиса после аутотрансплантации был диагностирован у больного с лимфосаркомой, этот случай представляем в качестве клинического примера.

Больной Ц. Р. А., 28 лет, диагноз: Т-клеточная лимфосаркома из крупных клеток, протекающая с поражением периферических лимфатических узлов (шейных, подмышечных, паховых), подвздошных лимфатических узлов слева со сдавлением подвздошных сосудов, мочеточника, а также с поражением печени, селезенки, предстательной железы.

Трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток крови была выполнена в качестве консолидации первой частичной ремиссии. После предтрансплантационного кондиционирования по схеме ВЕАМ было перелито 8,95 х106 CD 34+ клеток /кг. Через день после трансплантации присоединились стоматит II степени тяжести, фарингит, а также некротическая энтеропатия III степени тяжести, (умеренные боли в животе без четкой локализации и жидкий стул до 8 раз в сутки). Миелотоксический агранулоцитоз длился с +3 по +10 день. Первый эпизод повышения температуры до фебрильных цифр(38,2ºС) отмечался на +4 день после трансплантации. Бактериологическое исследование крови, выполненное во время первого фебрильного эпизода, выявило Staphylococcus coagulasе-negative. К антибактериальной терапии I линии был добавлен  препарат II линии антибиотикотерапии – ванкомицин, с последующей заменой его на линезолид. Стойкого снижения температуры удалось достичь лишь через 7 дней от начала фебрильной лихорадки. Можно предположить, что входными воротами системной инфекции у данного больного явилась поврежденная слизистая желудочно-кишечного тракта, поскольку за 3 дня до первого фебрильного эпизода имела место клиника некротической энтеропатии. 

В таблице 8 представлены результаты сопоставления ответа на антибактериальную терапию в зависимости от характера инфекционных осложнений. Так, длительность антибактериальной терапии больных с документированными тяжелыми осложнениями достоверно превышала таковую у больных с фебрильной лихорадкой неясного генеза (14,0(2,5 дней против 10,2(1,0 дней, р=0,00001). Стойкого снижения температуры менее 37,5ºС удавалось достичь в достоверно более короткие сроки (2,0(0,4 дня) у пациентов с фебрильными эпизодами без четких инфекционных очагов. Кроме того, у больных этой группы чаще наблюдался ответ на антибиотикотерапию I линии (62,5%), а III линия антибиотических препаратов требовалась всего лишь 12,5% больным. Среди пациентов, у которых ранний посттрансплантационный период осложнялся пневмонией или сепсисом, ни в одном случае не было ответа на антибиотикотерапию I линии, а у 50% больных стойкое снижение температуры наблюдалось только после назначения им III линии антибиотических препаратов (различия статистически достоверны).

Таблица 8. 
Результаты антибиотикотерапии больных в зависимости от тяжести инфекционных осложнений в ранние сроки после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток крови.
	Исследуемые параметры
	Результаты антибиотикотерапии больных

	
	с документированными тяжелыми инфекциями

(n=8)
	с фебрильной лихорадкой неясной этиологии

(n=32)

	Длительность антибиотикотерапии     (дни)
	14,0(2,5 
	10,2(1,0*



	Время, потребовавшееся для ответа на антибактериальную терапию                         (дни)
	3,8(1,0 
	2,0(0,4*



	Частота ответа на антибакте-риальную терапию I линии
	-
	62,5%

	Частота ответа на антибакте-риальную терапию II линии
	50%
	25%

	Частота ответа на антибакте-риальную терапию III линии
	50% 
	12,5% *


В таблице 9 представлен сравнительный анализ течения раннего периода после первой и второй трансплантации у больных множественной миеломой. Оказалось, что продолжительность агранулоцитоза, число фебрильных эпизодов у одного больного, длительность одного фебрильного эпизода, частота присоединения тяжелых инфекционных осложнений (пневмонии) в ранние сроки после первой и второй аутотрансплантации  не отличались друг от друга. Иными словами, повторная аутотрансплантация, выполненная в ближайшие месяцы после первой, не сопровождалась ни более глубоким и продолжительным подавлением гемопоэза, ни более тяжелыми инфекционными осложнениями.

Таблица 9. 
Сравнительная характеристика раннего посттрансплантационного периода у больных множественной миеломой после первой и второй трансплантации.
	Исследуемые параметры
	Характеристика раннего посттрансплантационного периода у больных множественной миеломой после:

	
	первой трансплантации

(n=11)
	второй трансплантации
(n=9)

	Продолжительность агранулоцитоза       (дни)
	10,7(0,8
	10,6(0,6

	Число фебрильных эпизо-дов у одного больного
	1,2(0,1 
	1,4(0,2

	Длительность одного феб-рильного эпизода     (дни)
	2,0(0,2
	2,1(0,5 

	Частота  доказанных инфекций (пневмонии)
	27%
	11%


Другие инфекционные осложнения.
Другими нетяжелыми инфекционными осложнениями раннего периода после аутотрансплантации являлись цистит на +9 день (у одного больного) и гайморит на +24 день (также у одного больного). Оба случая указанных осложнений были вторыми инфекциями, развившимися на фоне уже документированных пневмоний.

Предтрансплантационное кондиционирование у первой больной не содержало циклофосфан, что позволило исключить токсическую природу цистита. Хотя дизурические явления не сопровождались выраженной лейкоцитурией (при микроскопии осадка - не более 2500 клеток/мл), микробиологическое исследование позволило выявить в моче Enterococcus faecalis 105 КОЕ/мл.

 Гайморит был диагностирован на основании жалоб на «заложенность носа» и рентгенологической картины «затемнения» гайморовых пазух, однако при посеве промывных вод пазух носа не было выявлено роста микроорганизмов.

Следует отметить, что в эти сроки ни в одном случае после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток не наблюдалось инвазивных микозов.
3.2. Инфекционные осложнения промежуточного периода после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток.

Промежуточный период после трансплантации гемопоэтических клеток  включает в себя сроки с +31 по +100 дни. В эти сроки нормализовались показатели периферической крови. Все больные были выписаны и находились под амбулаторным наблюдением. 

Следует отметить, что инфекционные осложнения у наблюдавшихся нами больных встречались достаточно редко. Так, у 39 (81%) больных этот период после аутотрансплантации протекал без инфекционных осложнений, и только лишь у 9(19%) пациентов были диагностированы инфекции верхних дыхательных путей и герпетическое поражение кожи. Такое тяжелое инфекционное осложнение как пневмония  развилось только у 1 (2%) пациентки. В исследуемые сроки ни один пациент не умер от инфекционных осложнений.

В таблице 10 представлен сравнительный анализ частоты и характера инфекционных осложнений в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования. Обращено внимание на то, что подавляющее большинство случаев инфекционных осложнений наблюдалось в группе больных множественной миеломой, предтрансплантационное кондиционирование которых включало высокие дозы мелфалана.

Таблица 10. 
Частота инфекционных осложнений в промежуточном периоде после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования.

	Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений в зависимости от вида высокодозного кондиционирования
	Всего

(n=48)

	
	Мелфалан

(n=20)
	ВЕАМ

(n=17)
	Бусульфан

+ Циклофосфан

(n=11)
	

	Пневмония
	1(5%)
	-
	-
	1(2%)

	Инфекции верхних дыхательных путей
	3(15%)
	-
	-
	3(6%)

	Герпетическое поражение кожи
	4(20%)
	1(6%)
	-
	5(11%)

	Всего 
	8(40%)
	1(6%)
	-
	9(19%)


Пневмония.
У одной пациентки с множественной миеломой на +87 день была диагностирована пневмония. Рентгенологически было подтверждено левостороннее нижнедолевое поражение легочной ткани интерстициального характера. В результате антибактериальной терапии пефлоксацином, цефтазидимом пневмония регрессировала через 17 дней. 

Инфекции верхних дыхательных путей.

Инфекции верхних дыхательных путей наблюдались у 3 (15%) больных множественной миеломой в среднем через 75±10,4 дней после трансплантации и клинически проявлялись ринитом и бронхитом. В двух случаях  инфекции верхних дыхательных путей были выявлены на +60 и на +75 дни после первой аутологичной трансплантации, а в третьем случае ринит и бронхит появились на +90 день после второй аутотранспантации. Во всех случаях на фоне проведения противовирусной и антибактериальной терапии инфекционное осложнение было купировано через 8,3±1,8 дней.
Герпетическое поражение кожи.

Наиболее частым инфекционным осложнением оказалось герпетическое поражение кожи, которое встречалось у 20% больных с множественной миеломой и у 6% больных с лимфомой. Частота герпетического поражения кожи для всей группы реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток составила 11% (5 из 48 больных). Герпетические высыпания появлялись на +50, +60, +60, +75 на +90 (в среднем на +67±5,7) дни после трансплантации. В группе больных с множественной миеломой в одном случае герпетическое поражение кожи наблюдалось после первой трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток, а в остальных трех случаях – после второй трансплантации. 
У 2 больных везикулезные высыпания локализовались на верхней губе и в области носогубного треугольника, еще у 3 больных кроме поражения губ везикулезно-популезная сыпь наблюдалась на коже спины и груди по ходу нервных волокон. 

При серологическом исследовании крови у всех пациентов были выявлены высокие титры антител к вирусу простого герпеса 1, 2 типа (в 4-8 раз выше нормальных значений: 1:3200 -1:6400). В двух случаях, кроме того, определялся высокий титр антител класса IgG к вирусу цитомегалии (в 4 раза выше нормы - 1:3200). Результаты серологического исследования крови согласовывались с результатами молекулярно-биологических исследований: во всех случаях в клетках крови обнаруживалась ДНК соответствующего вируса, в одном случае была дополнительно обнаружена ДНК вируса герпеса 6 типа. 

Признаки герепетического поражения кожи регрессировали на фоне терапии ацикловиром в дозе 1000 – 1500 мг/суточно в среднем через 10,6±1,9 дня.

3.3. Инфекционные осложнения позднего периода после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток.

Клиническое течение позднего периода после трансплантации, включающего в себя период с +101 по +365 день, проанализировано у 43 пациентов. У 5 больных в эти сроки развился рецидив заболевания; эти пациенты были исключены из исследования, поскольку им была вновь начата индукционная химиотерапия. 

Оказалось, что число случаев инфекционных осложнений в поздние сроки после аутотрансплантации несколько превышало таковое, наблюдавшееся в промежуточном периоде. Так, различные инфекционные осложнения были отмечены у 12 (28%) больных. У 31(72%) больного поздний период после аутологичной трансплантации гемопоэтических клеток протекал без инфекционных осложнений. Ни один пациент не умер от инфекционных осложнений в эти сроки.

В таблице 11 представлен сравнительный анализ частоты и характера инфекционных осложнений у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования. Следует отметить, что наиболее частым осложнением были инфекции верхних дыхательных путей (12% случаев). Тяжелые инфекционные осложнения, такие как пневмония и сепсис, наблюдались - в 4 (9%) случаях, следует отметить то, что у одной больной встречались одновременно и пневмония и сепсис. Герпетическое поражение кожи встречалось у 3 (7%) больных: в 2 случаях, вызванное вирусом простого герпеса 1-2 типов, и в одном случае - вирусом ветряной оспы, являющимся герпесвирусом 3 типа. У одного больного (2%) была диагностирована корь. 

Обращено внимание на то, что наибольшее число инфекционных осложнений (31%) было в группе больных множественной миеломой. Среди пациентов, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование по программе ВЕАМ и бусульфаном и циклофосфаном, инфекционные осложнения развивались одинаково часто - в 25% случаев. 

Таблица 11. 
Частота инфекционных осложнений в позднем периоде после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования.
	Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений в позднем периоде после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования
	Всего

(n=43)

	
	Мелфалан

(n=19)
	ВЕАМ

(n=16)
	Бусульфан

+ Циклофосфан

(n=8)
	

	Пневмония
	2(10,5%)
	-
	1(12%)
	3(7%)

	Сепсис 
	1(5%)
	-
	-
	1(2%)

	Инфекции верхних дыхательных путей
	2(10,5%)
	3(18%)
	-
	5(12%)

	Герпетическое поражение кожи
	2(10,5%)
	-
	1(12%)
	3(7%)

	Другие вирусные инфекции (корь)
	-
	1(6%)
	-
	1(2%)

	Всего
	7(36,5%)
	4(25%)
	2(25%)
	13(30%)


Пневмония, сепсис.
Такие тяжелые инфекционные осложнения, как пневмония и сепсис были диагностированы в 4 (9%) случаях, на +101 - +150 дни после аутотрансплантации. 

В одном случае у пациента с острым лейкозом, которому было проведено предтрансплантационное кондиционирование бусульфаном и циклофосфаном, на +101 день после трансплантации развилась двусторонняя нижнедолевая интерстициальная пневмония. Пневмония не сопровождалась признаками тяжелой дыхательной недостаточности и на фоне антибактериальной терапии цефепимом и кларитромицином полностью регрессировала через 25 дней.

Два случая пневмонии у больных множественной миеломой представляем в качестве клинических примеров.

Больная В.Т.Н., 47 лет, диагноз: Множественная миелома, протекающая с моноклональной секрецией патологического IgGκ, секрецией белка ВЈκ. IIIА стадия. Диффузно-очаговая форма.

Высокодозная химиотерапия с последующей трансплантацией аутологичных гемопоэтических клеток периферической крови была выполнена в качестве консолидации I частичной ремиссии. После внутривенного введения высоких доз мелфалана (200 мг/м2) было перелито 4,7х106 CD 34+ клеток/кг. Миелотоксический агранулоцитоз длился 7 дней (с+4 по +11 дни). Ранний посттрансплантационный период осложнялся стоматитом II степени тяжести (на +2 день), некротической энтеропатией IV степени тяжести (на +8 день), а также правосторонней плевропневмонией на фоне критической нейтропении (на +10 день). В результате антибактериальной терапии инфекционные осложнения регрессировали к +19 дню после трансплантации. Промежуточный период после аутотрансплантации протекал без инфекционных осложнений. А в позднем периоде на +150 день на фоне фебрильной лихорадки была диагностирована правосторонняя пневмония. При перкуссии легких отмечалось притупление перкуторного звука с тимпаническим оттенком в нижних отделах правой половины грудной клетки. При аускультации в легких выслушивалось ослабление везикулярного дыхания в нижних отделах над правой половиной грудной клетки. Рентгенологически определялся интерстициальный характер поражения легочной ткани. Поскольку за 2 недели до присоединения пневмонии пациентка переболела ветряной оспой, нами была предположена вирусная этиология поражения легких. Возможным серологическим подтверждением этого явились высокие тиры (1:12800) антител класса IgG к вирусу простого герпеса 1, 2 типов и к цитомегаловирусу в сыворотке крови. К антибактериальной терапии (цефтазидимом, кларитромицином) были добавлены противовирусные препараты (ацикловир в дозе 1000 – 1500 мг/суточно). Рентгенологически пневмония регрессировала к +165 дню, длительность ее при этом составляла 15 дней.

В одном случае у пациентки с множественной миеломой в поздние сроки после трансплантации встречалось сочетание таких тяжелых инфекционных осложнений как пневмония и сепсис, и мы также представляем в качестве клинического примера.

Больная Б.В.Н., 47 лет, диагноз: Множественная миелома, протекающая с моноклональной секрецией патологического IgGκ, секрецией белка ВЈκ. IIА стадия. Диффузно-очаговая форма. 

Первая трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток крови после кондиционирования высокими дозами мелфалана (200 мг/м2) была проведена, в качестве консолидации частичной ремиссии. Ранний период после первой трансплантации протекал без тяжелых инфекционных осложнений, отмечался лишь стоматит II степени тяжести и однократный фебрильный эпизод на фоне критической нейтропении. В промежуточном периоде после первой трансплантации не наблюдалось каких-либо инфекционных осложнений.  Через 3,5 месяцев после первой аутотрансплантации, была проведена вторая трансплантация аутологичных гемопоэтических клеток крови  с аналогичным кондиционированием мелфаланом  200 мг/м2. Доза перелитых CD 34+ клеток равнялась 3,9 х106 клеток/кг. Период агранулоцитоза длился с 0 дня по +13 дни после трансплантации. Ранний посттрансплантационный осложнялся двусторонней субтотальной пневмонией (на +3день), стоматитом II-III степени тяжести (на +4 день),  гайморитом (на +24 день). Все инфекционные осложнения были купированы к концу первого месяца после трансплантации. Промежуточный посттрансплантационный период вновь осложнялся развитием левосторонней нижнедолевой интерстициальной пневмонией на +87 день. На фоне антибактериальной терапии пефлоксацином и цефтазидимом пневмония регрессировала через 15 дней. Однако через 3 недели после купирования предыдущего инфекционного осложнения у больной вновь присоединилась фебрильная лихорадка. По срокам развития (на +123 день) это инфекционное осложнение относилось к позднему посттрансплантационному периоду. При перкуссии легких отмечалось притупление перкуторного звука с тимпаническим оттенком в нижних отделах грудной клетки. При аускультации в легких выслушивалось ослабление везикулярного дыхания в нижних отделах над обеими половинами грудной клетки. Рентгенологически подтверждено двустороннее субтотальное интерстициальное поражение легочной ткани. Одновременно при бактериологическом исследовании крови был выявлен Staphylococcus coagulase-negative, что позволяло диагностировать стафилококковый сепсис. С целью уточнения этиологии пневмонии и проведения прецизионной терапии была выполнена фибробронхоскопия с бронхоальвеолярным лаважом. В результате исследования бронхоальвеолярной жидкости удалось обнаружить Pneumocystis carinii (иммунофлюоресцентным методом, 20 цист в препарате). Таким образом, в поздние сроки после второй аутотрансплантации у пациентки были диагностированы сепсис, вызванный грамположительными кокками, и двусторонняя субтотальная пневмония, обусловленная Pneumocystis carinii. Проводилась антибактериальная терапия левофлоксацином, ванкомицином, кларитромицином, триметопримом/сульфаметоксазолом в дозе 15 мг/кг/сутки по триметоприму. Рентгенологически регрессия пневмонии была констатирована на +186 день, длительность пневмонии при этом составила 64 дня.
Инфекции верхних дыхательных путей.
Инфекции верхних дыхательных путей в виде ринита, ларингита и бронхита, наблюдались у 5 (12%) больных. Наиболее часто (18%) это осложнение отмечалось в группе больных с лимфогранулематозом и лимфомами, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование по программе ВЕАМ, в сроки с +120 по +300 (в среднем на +204±35,0) дни после трансплантации. В подавляющем числе случаев инфекции верхних дыхательных путей рецидивировали с интервалом в 90±41,7 дней. У больных множественной миеломой инфекции верхних дыхательных путей наблюдались несколько реже – в 10% случаев, но сроки присоединения ринита и бронхита были теми же, что и у больных с лимфогранулематозом и лимфосаркомами (+120 и +240 дни после трансплантации). 

При вирусологическом исследовании крови у двух пациенток определялись высокие титры антител класса IgG к цитомегаловирусу (в 8-16 раз выше нормы -1:6400-1:12800) и вирусу простого герпеса 1, 2 типов (в 4 раза выше нормы – 1:3200). В трех случае были определены антитела класса IgМ к капсидному антигену вируса Эпштейна – Барр и высокие значения антител класса IgG к ядерному белку этого вируса(59-81 у.е.). 

Таким образом, во всех случаях была подтверждена вирусная природа инфекции верхних дыхательных путей.

Герпетическое поражение кожи.

Герпетическое поражение кожи наблюдалось у 3 из 43 (7%) пациентов. У одного пациента с множественной миеломой и у другого – с острым лейкозом, через 210 и 240 дней после трансплантации появились везикулезные высыпания с элементами гиперемии, локализовавшиеся на коже спины, живота, ног. На фоне противовирусной терапии ацикловиром в дозе 1500 мг/сут. герпетические поражения кожи регрессировали через 14 дней после появления первых признаков. 

У третьей пациентки (с множественной миеломой) на +120 день после первой трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток была диагностирована ветряная оспа (накануне имел место контакт с годовалым ребенком, болевшим ветряной оспой).

Другие вирусные инфекции.
В позднем периоде после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток у пациента с лимфосаркомой на +280 день отмечалась корь.

В этом случае заболевание развилось также после контакта с болевшим корью ребенком.

Таким образом, следует отметить, что среди осложнений в позднем периоде после аутологичной трансплантации значительную долю занимают  инфекции вирусной этиологии. Однако кроме инфекций, вызванных герпесвирусами, встречались и такие вирусные заболевания, как корь.

Итак, проанализировав частоту и характер инфекций, присоединившихся в различные сроки  после аутологичной трансплантации, мы можем утверждать, что ранний посттрансплантационный период сопровождался наибольшим количеством инфекционных осложнений. Это вероятнее всего обусловлено как глубокой нейтропенией и иммунодепрессией, так и токсическим действием предтрансплантационного кондиционирования на слизистые желудочно-кишечного тракта. Кроме того, нам удалось отметить немаловажное значение схемы высокодозной химиотерапии, применяемой в качестве предтрансплантационного кондиционирования. Оказалось, что использование высоких доз мелфалана сопровождается наиболее глубокой нейтропенией и более тяжелым токсическим поражением слизистых кишечника.

Наиболее частыми инфекционными осложнениями в раннем периоде после аутотрансплантации в нашем исследовании оказались фебрильные эпизоды без четкого определения инфекционного очага. Положительным моментом явилось то, что частота такого тяжелого инфекционного осложнения как пневмония не превышала 15%. Бактериальный сепсис оказался весьма редким (2%) осложнением. Наличие инвазивной кандидозной инфекции было заподозрено также лишь в 1 случае: при субтотальной двусторонней пневмонии исследование бронхоальвеолярной жидкости выявило культуру Candida krusei. Биопсия легочной ткани для подтверждения кандидозной природы пневмонии не проводилась, однако излечение инфекции было достигнуто только после назначения липосомального амфотерицина В. 

В промежуточном периоде после аутологичной трансплантации гемопоэтических клеток частота инфекционных осложнений в нашем исследовании была наименьшей, и составила 19%. В этом периоде чаще отмечались инфекции вирусной природы (17%): герпетическое поражение кожи и инфекции верхних дыхательных путей. Следует отметить, что пневмония была документирована только лишь в одном (2%) случае. 

В позднем периоде после аутотрансплантации частота инфекционных осложнений также невелика - 30% случаев. В эти сроки также как и в промежуточном периоде, преобладали инфекции вирусной природы: инфекции верхних дыхательных путей и герпетическое поражение кожи. Пневмония встречалась в 3 (7%) случаях: в одном случае была подтверждена пневмоцистная природа пневмонии, а в другом – предположена вирусная этиология (герпесвирус 3 типа - ветряной оспы) пневмонии. В третьем случае природу пневмонии  выяснить не удалось, положительный эффект был получен в короткие сроки в результате антибактериальной терапии. И в 1 (2%) случае у пациентки с пневмоцистной пневмонией был диагностирован стафилококковый сепсис.

 Ни один из наблюдавшихся нами пациентов не умер от инфекционных осложнений в течение первого года после трансплантации.

Глава 4. Инфекционные осложнения после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток.

Инфекционные осложнения, развивающиеся после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток, являются одной из основных причин, снижающих показатели безсобытийной выживаемости больных [52,110,114]. Углубленное изучение характера этих осложнений и частоты их возникновения в различные сроки после аллотрансплантации будет способствовать более четкой профилактике и оптимальному лечению инфекций. 

В нашем исследовании в качестве предтрансплантационного кондиционирования применялись два режима – классический (миелоаблативный) и режим пониженной интенсивности, не сопровождающийся необратимой миелосупрессией. В связи с этим, структура инфекционных осложнений, возникавших после трансплантации, рассматривалась в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования.

Нами проведен ретроспективный анализ инфекционных осложнений у 35 больных гемобластозами (острыми лейкозами, хроническим миелолейкозом и миелодиспластическим синдромом) в течение первого года после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток. Кроме того, было изучено влияние на клиническое течение инфекций такого серьезного иммунологического осложнения, как РТПХ

4.1. Инфекционные осложнения раннего периода после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток. 

Клиническое течение раннего посттрансплантационного периода исследовалось у 35 больных, которым была выполнена трансплантация аллогенного костного мозга или аллогенных гемопоэтических клеток периферической крови. Основное внимание было уделено анализу сроков восстановления гранулоцитов периферической крови и исследованию характера инфекционных осложнений, возникающих в первые 30 дней после аллотрансплантации.

Восстановление гранулоцитов периферической крови.
В результате проведения предтрансплантационного кондиционирования показатели лейкоцитов периферической крови снижались у всех больных до 0,05-0,4х109 клеток/л. При этом у 7 больных, предтрансплантационное кондиционирование которым выполнялось в немиелоаблативном режиме, число лейкоцитов было менее 0,7х109 клеток/л уже в день трансплантации. У остальных пациентов агранулоцитоз выявлялся через 3 - 6 дней после инфузии гемопоэтических клеток. Продолжительность агранулоцитоза составила от 8 до 51 дня, а восстановление числа гранулоцитов более 0,5х109 клеток/л наблюдалось через 11 – 47 дней после трансплантации.

В таблице 12 представлена характеристика периода нейтропении у исследуемых больных. Анализ полученных данных показал, что сроки восстановления числа гранулоцитов (более 0,5х109клеток/л) и продолжительность глубокой лейкопении (лейкоциты<0,2х109клеток/л) практически не зависели от вида высокодозного кондиционирования. Так восстановление гранулоцитов более 0,5х109/л наблюдалось через 22,5±12,5 дней после трансплантации у больных, которым, было проведено кондиционирование по немиелаблативной программе и через 20,0±3,8 дней после трансплантации у больных, которым, было проведено предтрансплантационное кондиционирование в миелоаблативном режиме. В то же время продолжительность агранулоцитоза у больных с классическим миелоаблативным режимом кондиционирования оказалась достоверно короче, чем у больных с кондиционированием пониженной интенсивности (15,5±3,4 против 23,1±15,8 дней, р=0,02), что, вероятно, обусловлено как более ранними сроками начала агранулоцитоза, так и более поздними сроками приживления миелотрансплантата после трансплантации в условиях немиелоаблативного режима. 

Таблица 12. 
Сроки восстановления гранулоцитов и продолжительность периода лейкопении после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток в зависимости от режима предтрансплантационного кондиционирования.
	Характеристика посттрансплантационного периода
	Восстановление гранулоцитов в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования.

	
	Миелоаблативный режим

                    (n=25)
	Режим пониженной интенсивности
              (n=10)

	Восстановление числа гранулоцитов>0,5х109/л, день после трансплантации
	20,0±3,8
	22,5±12,5

	Продолжительность агранулоцитоза, дни (гранулоциты <0,5х09/л)
	15,5±3,4
	23,1±15,8*



	Продолжительность глубокой лейкопении, дни (лейкоциты <0,2х109/л)
	4,8±2,9
	3,4±5,4


Фебрильные эпизоды.
Эпизоды повышения температуры тела до фебрильных цифр отмечались у 26 из 35 (74%) больных. Первый фебрильный эпизод наблюдался через 2 – 12 дней после трансплантации, причем у большинства больных - на 5-8 дни раннего посттранспантационного периода, что совпадало с развитием глубокой нейтропении. У 19 (73%) больных повышение температуры до фебрильных значений было однократным, в то время как у 6 пациентов фебрильная температура отмечалась дважды, а у 1 пациентки - пять раз. Длительность одного фебрильного эпизода колебалась от 1 до 6 дней. Эмпирическая антибактериальная терапия начиналась с момента появления фебрильной лихорадки. Каждый повторный эпизод сопровождался коррекцией антибактериальной терапии, общая длительность которой составляла от 6 до 49 дней.

У 9 (26%) больных весь ранний период после трансплантации протекал без фебрильных эпизодов, что позволило воздержаться от назначения им системных антибактериальных препаратов.

На рисунке 3 представлены сроки возникновения фебрильных эпизодов после аллогенной трансплантации у больных с различными режимами предтрансплантационного кондиционирования. Следует отметить, что после классического режима предтрансплантационного кондиционирования максимальное количество больных с фебрильной лихорадкой наблюдалось на +4 и +5 дни после трансплантации, а второй пик повышения температуры до фебрильных цифр отмечался на +14 день после трансплантации. А у пациентов после режима пониженной интенсивности наибольшее число больных с фебрильной лихорадкой приходилось на период с +5 по +10 дни после трансплантации.
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Рисунок 3.
 Сроки возникновения фебрильных эпизодов после аллогенной трансплантации.

Таблица 13. 
Характеристика фебрильных эпизодов в ранние сроки после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток.
	Изучаемые параметры
	Характеристика фебрильных эпизодов раннего посттрансплантационного периода в зависимости от

вида высокодозного кондиционирования:

	
	Миелоаблативный режим 

(n = 25)
	Режим пониженной интенсивности

(n = 10)

	Длительность одного эпизода фебрильной лихорадки            (дни)
	1,7±1,1
	1,8±1,3 

	Частота эпизодов феб-рильной лихорадки
	1,2±0,4
	2,2±1,6*



	Количество больных без фебрильной лихорадки и без антибиотикотерапии
	4/25 (19%)
	5/10 (50%)

	Длительность антибиотикотерапии                (дни)
	13,5±5,6
	24,8±18,7*




Результаты сравнения некоторых параметров, характеризующих фебрильные эпизоды в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования, представлены в таблице 13. Оказалось, что длительность одного фебрильного эпизода одинакова в обеих группах больных и составляла 1,7±1,1 и 1,8±1,3 дней. В то же время частота возникновения повторных эпизодов фебрильной лихорадки была достоверно (р=0,005) выше в группе больных, которым проводилось немиелоаблативное кондиционирование. Аналогичная зависимость была выявлена и при сравнении продолжительности антибиотической терапии. Так, антибиотикотерапия больных с инфекционными осложнениями после предтрансплантационного кондиционирования в режиме пониженной интенсивности продолжалась 24,8±18,7 дней, что достоверно (р=0,008) превышало длительность применения антибиотиков у больных после кондиционирования, проводимого в классическом миелоаблативном режиме (13,5±5,6 дней). В то же время оказалось, что ранний период после трансплантации с немиелоаблативным кондиционированием у 50% больных не осложнялся фебрильной лихорадкой, хотя именно в этой группе пациентов повторные фебрильные эпизоды наблюдались почти вдвое чаще. 

Мукозиты. 

Наиболее частым осложнением раннего посттрансплантационного периода было поражение слизистой желудочно-кишечного тракта. Так, стоматиты наблюдались у всех больных в среднем через 3 – 4 дня, эзофагиты и гастриты у 12(34%) больных в среднем через 5-6 дней, а некротическая энтеропатия - у 6 (17%) больных в среднем через 6 дней после аллотрансплантации. 

В таблице 14 представлены результаты сравнения частоты осложнений у реципиентов в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования. Оказалось, что тяжелое поражение слизистой полости рта (48% и 40%), а также эзофагит и гастрит(32% и 40%) встречались практически одинаково часто в обеих группах больных. Частота возникновения некротической энтеропатии в обеих группах так же практически не отличалась (16% и 20%, соответственно) и во всех случаях это осложнение было I-II степени тяжести. 

Таблица 14. 
Частота и характеристика поражения слизистых желудочно-кишечного тракта в ранние сроки после аллогенной трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования.
	 Инфекционные осложнения
	Частота и характеристика поражения слизистых ЖКТ в первые 30 дней после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования:

	
	Миелоаблативный режим

(n=25)
	Режим пониженной интенсивности

(n=10)

	Стоматит,

 из них

      III-IV степени тяжести
	100%

12/25 (48%)
	100%

4/10 (40%)

	День возникновения стоматита (дни после трансплантации)
	4,2±1,3
	3,1±1,6* 



	Число лейкоцитов на момент возникновения стоматитов (х109/л)
	0,8±0,8
	0,6±0,6

	Длительность стоматитов, дни
	13,6±0,9
	12,2±1,1*

	Эзофагит ( гастрит
	8/25 (32%)
	4/10 (40%)

	Некротическая энтеропатия

из них III-IV степени тяжести
	            4/25 (16%)

-
	2/10(20%)

-


Анализируя характер течения мукозитов, следует отметить, что у больных с немиелоаблативной программой кондиционирования начальные признаки стоматита появлялись достоверно (р=0,04) раньше, чем у больных с миелоаблативной программой (3,1±1,6 дня против 4,2±1,3 дня).

Длительность стоматита у больных этой группы была достоверно (р=0,0004) меньше, чем у больных с кондиционированием «бусульфан + циклофосфан» (12,2±1,1 и 13,6±0,9 дней). Хотя период агранулоцитоза после миелоаблативного режима кондиционирования был достоверно (р=0,02) менее продолжительным, нельзя исключить более выраженное токсическое влияние высоких доз циклофосфана и бусульфана на слизистую полости рта. 
На рисунке 4 представлены сроки возникновения стоматитов после аллотрансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования.
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Рисунок 4. 
Сроки возникновения стоматитов после аллогенной трансплантации в зависимости от режима предтрансплантационного кондиционирования.

Начальные признаки поражения слизистой полости рта у большинства больных, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование в классическом режиме, наблюдались в период с +2 по +5 дни после трансплантации. А у больных, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование в режиме пониженной интенсивности, начальные признаки стоматита наблюдались сразу же после трансфузии гемопоэтических клеток на +1 и +2 дни после трансплантации, что вероятно обусловлено более ранними сроками снижения уровня лейкоцитов.

Начальные признаки некротической энтеропатии наблюдались в среднем на 6,3±1,2 день после аллотрансплантации, что совпадало с периодом глубокой нейтропении. Длительность некротической энтеропатии в обеих группах больных была одинаковой и в среднем составляла 10,0±1,5 дней. В одном случае при исследовании кала был выявлен токсин А Сlostridium difficile, что позволило диагностировать псевдомембранозный колит.
Пневмонии. 

Пневмонии были диагностированы у 6 (17%) больных в первые 30 дней после трансплантации. При этом оказалось, что в группе больных, которым проводилось предтрансплантационное кондиционирование в режиме пониженной интенсивности, это осложнение развивалось чаще, чем при миелоаблативной программе (30% против 12%), хотя  различия статистически недостоверны. Кроме того, в группе больных с немиелоаблативным кондиционированием пневмонии протекали наиболее тяжело, и в двух случаях субтотальное поражение легочной ткани сопровождалось развитием острой дыхательной недостаточности с метаболическим ацидозом, одышкой, компенсаторной гипокапнией.

Пневмонии возникали в период с +3 по +18 день трансплантации. У 3 больных развитие пневмонии совпало с первым фебрильным эпизодом, у 3 других - с повторными фебрильными эпизодами. В трех случаях пневмония была двусторонней, в трех других случаях - односторонней. Рентгенологически у 5 больных было подтверждено субтотальное поражение легочной ткани и у одного - нижнедолевое. В 5 случаях пневмония носила интерстициальный, а в 1 - очаговый характер. 

Фибробронхосопия была выполнена 3 пациентам. В результате исследования бронхоальвеолярной жидкости у одного больного были выявлены Pneumocystis carinii (иммунофлюоресцентным методом, 20 цист в препарате) и ДНК вируса простого герпеса 1,2 типов, у другого больного были обнаружены Pneumocystis carinii (иммунофлюоресцентным методом, 2 цисты в препарате), грамположительные бактерии (Staphylococcus coagulase-negative) и ДНК цитомегаловируса. А в третьем случае при исследовании бронхоальвеолярной жидкости патогенных микроорганизмов выявлено не было. При одновременном серологическом исследовании вирусспецифических антител в сыворотке крови у первых двух больных были обнаружены повышенные значения титра антител класса IgG к вирусу цитомегалии и вирусу простого герпеса 1,2 типов.

Все случаи этих тяжелых инфекционных осложнений требовали неоднократной смены антибактериальных препаратов. В двух случаях были добавлены противовирусные препараты в лечебной дозе (ацикловир -1500 мг/сутки, ганцикловир – 10 мг/кг/сутки), произведена смена флуконазола на липосомальный амфотерицин В в дозе 3 – 5 мг/кг/сутки. При выявлении Pneumocystis carinii назначали терапию триметопримом/сульфаметоксазолом в дозе 15-20 мг/кг/сутки по триметоприму. Все осложнения были излечены.

Ни один пациент не умер от инфекционных осложнений в ранние сроки после аллотрансплантации. При бактериологическом исследовании крови на фоне фебрильной лихорадки ни в одном случае не было выявлено септицемии. Ни у одного пациента не было диагностировано инвазивной грибковой инфекции. 

В таблице 15 представлены результаты сопоставления ответа на антибактериальную терапию в зависимости от характера инфекционных осложнений. Так длительность антибактериальной терапии больных с документированными тяжелыми осложнениями достоверно (р=0,00001) превышала таковую у больных с фебрильной лихорадкой неясного генеза (24,5±4,4 дней против 12,0±0,8 дней). Снижения температуры менее 37,5ºС удавалось достичь в достоверно (р=0,00001) более короткие сроки (2,1±0,1 и 1,3±0,1 дня, соответственно) у пациентов с фебрильными эпизодами без определенных очагов инфекции.

Таблица 15. 
Результаты антибиотикотерапии больных в зависимости от тяжести инфекционных осложнений в ранние сроки после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток.
	Исследуемые параметры
	Результаты антибиотикотерапии больных

	
	с документированными тяжелыми инфекциями

(n=6)
	с фебрильной лихорадкой неясной этиологии

(n=20)

	Длительность антибиотикотерапии
	24,5±4,4
	12,0±0,8*

	Время, потребовавшееся для ответа на антибиотикотерапию (дни)
	2,1±0,1


	1,3±0,1*



	Частота ответа на антибактериальную терапию I  линии
	-
	16/20 (80%)

	Частота ответа на антибактериальную терапию II  линии
	4/6 (66%)
	4/20 (20%)*



	Частота ответа на антибактериальную терапию III  линии
	2/6 (34%)
	-


Кроме того, ответ на антибактериальную терапию I линии наблюдался у 80% больных с фебрильной лихорадкой неясного генеза, а назначения антибактериальных препаратов III линии не потребовалось ни одному из этих больных. Среди пациентов, у которых ранний период после трансплантации осложнился пневмонией, ни в одном случае не было ответа на антибиотикотерапию I линии, а у 66% больных стойкое снижение температуры наблюдалось только после назначения им антибактериальных препаратов II линии, различия статистически достоверны (р=0,04). Назначение III линии антибактериальной терапии потребовалось 34% пациентам с тяжелыми инфекционными процессами.

Другие инфекции.

Среди других инфекционных осложнений раннего периода после аллотрансплантации (Таблица 16), отмечены цистит, коньюктивит и ринит. Цистит развился у одной пациентки через 8 дней после трансплантации с режимом кондиционирования пониженной интенсивности и продлился в течение 15 дней. Дизурические явления сопровождались умеренной лейкоцитурией (10-15 лейкоцитов в поле зрения). Микробиологически в моче не удалось выявить патогенных микроорганизмов. Однако в сыворотке крови пациентки были определены высокие титры антител класса IgG к вирусу цитомегалии, в плазме и лейкоцитах крови выявлена ДНК цитомегаловируса. С наибольшей долей вероятности можно было предположить вирусную этиологию этого осложнения.

Коньюктивит был выявлен также у одного пациента на + 14 день после трансплантации. Клинические проявления в виде инъецированности склер, ощущения инородного тела в глазу регрессировали к +23 дню. Еще у одного пациента отмечался ринит (с + 17 по + 20 дни) в виде заложенности носа, ринореи. Все эти осложнения были вторыми инфекциями на фоне уже развившихся пневмоний.

Таблица 16. 
Частота инфекционных осложнений в ранние сроки после аллогенной трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования.
	 Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений в первые 30 дней после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования:
	Всего 

(n=35)

	
	Миелоаблативный режим

(n=25)
	Режим пониженной интенсивности

(n=10)
	

	Пневмония
	3/25 (12%)
	3/10 (30%)
	 6/35 (17%)

	Цистит
	-
	1/10 (10%)
	  1/35 (3%)

	Коньктивит
	1/25 (4%)
	-
	1/35 (3%)

	Ринит
	1/25 (4%)
	-
	1/35 (3%)


4.2. Инфекционные осложнения промежуточного периода после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток.
Рассматривая следующий, промежуточный период после трансплантации, включающий в себя сроки с +31 по +100 дни, следует отметить, что показатели периферической крови у всех больных уже стойко нормализовались. Как было показано в предыдущих исследованиях, выполнявшихся в нашей клинике [1], именно в эти сроки (в среднем на +35 день после трансплантации) у реципиентов аллогенного миелотрансплантата развивалось такое серьезное иммунологическое осложнение, как острая РТПХ, а несколько позже – хроническая РТПХ. В связи с этим больным назначалось иммуносупрессивная терапия, направленная уже не на профилактику, а на лечениеРТПХ. 

Нами были изучены инфекционные осложнения, возникшие в промежуточном периоде после аллогенной трансплантации у тех же 35 больных, Поскольку у 11 больных была диагностирована острая или хроническая РТПХ, мы также анализировали характер и частоту инфекций в зависимости от наличия или отсутствия этого иммунологического осложнения. 

Наиболее частым инфекционным осложнением оказался цистит, который встречался у 6 (17%) из 35 больных. Поражение слизистых желудочно-кишечного тракта отмечено у 5 (14%) больных. Такие тяжелые инфекционные осложнения, как пневмония, встречались у 2(6%) больных. Инфекции верхних дыхательных путей наблюдались у 2 (6%) пациентов. Локальная и генерализованая вирусная инфекция была диагностирована у 3 (9%) больных. 

Мукозиты. 


Как представлено в таблице 17, мукозиты развивались несколько чаще у больных после кондиционирования пониженной интенсивности (20%), чем у больных с миелоаблативным режимом (8%), хотя различия недостоверны. При этом следует заметить, что все случаи стоматитов, эзофагитов и гастритов наблюдались только на фоне развернутой клинической картиной РТПХ, а поражение слизистой полости рта у всех больных достигало III – IV степени тяжести. Начальные признаки мукозитов появлялись через 44 - 79 дней после трансплантации (в среднем на + 65,5±4,2 дни), а длительность мукозитов составляла в среднем 13,5±2,1 дней.

В одном случае вирусная этиология мукозита была подтверждена тем, что в лейкоцитах крови и в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта была обнаружена ДНК цитомегаловируса, а в сыворотке крови титр антител класса IgG к цитомегаловирусу в 4 раза превышал нормальные значения.

Таблица 17. 
Частота инфекционных осложнений в промежуточном периоде после аллогенной трансплантации в зависимости от вида 
предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ.

	Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений с +30 по +100 дни после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования и наличия РТПХ:
	Всего
(n=35)

	
	Миелоабл. Режим

(n=25)
	Режим пониженной интенсивности

(n=10)
	РТПХ (+)

(n=11)
	РТПХ (-)

(n=24)
	

	Мукозиты:

Стоматит,

эзофагит ± гастрит
	2/25 (8%)

2/25 (8%)

1/25 (4%)
	2/10 (20%)

2/10 (20%)

1/10 (10%)
	4/11 (36%)

4/11 (36%)

2/11 (18%)
	-
	4/35 (11%)

4/35 (11%)

2/35 (6%)

	Псевдомембранозный колит
	1/25 (4%)
	-
	1/11 (9%)
	-
	1/35 (3%)

	Пневмония
	2/25 (8%)
	-
	1/11 (9%)
	1/24 (4%)
	2/35 (6%)

	Инфекции верхних дыхательных путей
	2/25 (8%) 
	-
	2/11 (18%)
	-
	2/35 (6%)

	Герпетическое поражение кожи
	1/25 (4%)
	1/10 (10%)
	2/11 (18%)
	-
	2/35 (6%)

	Генерализованная вирусная инфекция
	1/25 (4%)
	-
	-
	1/11 (9%)
	1/35 (3%)

	Цистит 
	6/25 (24%)
	-
	3/11 (27%)
	3/24 (12%)
	6/35 (17%)


В другом случае была доказана грибковая природа мукозита (в посевах со слизистой рта микробиологически выявлена ассоциация C. albicans+C. glabrata). 

У 1 пациента из группы больных с РТПХ на +47 день после аллотрансплантации был диагностирован псевдомембранозный колит, подтвержденный микробиологически, при исследовании кала выявлен токсин А Clostridium difficile. Клиническое течение колита соответствовало III степени тяжести, на фоне лечения ванкомицином осложнение регрессировало через 8 дней. 

Пневмонии.

Такое тяжелое инфекционное осложнение, как пневмония в промежуточном посттрансплантационном периоде было диагностировано у 2(6%) больных, причем оба пациента из группы с миелоаблативным кондиционированием. В одном случае пневмония присоединилась на фоне развернутой картины острой РТПХ, а в другом случае - у пациента без признаков РТПХ. 

В первом случае односторонняя субтотальная пневмония развилась на +44 день после трансплантации и носила интерстициальный характер поражения легочной ткани. В эти же сроки при серологическом исследовании крови титр вирусспецифических антител к вирусу цитомегалии в 8 раз превышал нормальные значения, в лейкоцитах крови была обнаружена ДНК цитомегаловируса. Это позволило подтвердить цитомегаловирусную природу пневмонии. Клинически и рентгенологически пневмония регрессировала к +55 дню на фоне проведения антибактериальной (цефтазидим, ванкомицин) и противовирусной (ганцикловир) терапии.

Во втором случае пневмония развилась на +59 день и характеризовалась двусторонним нижнедолевым очаговым поражением легочной ткани. В результате исследования бронхоальвеолярной жидкости были обнаружены Pneumocystis carinii (иммунофлюоресцентным методом, 7 цист в препарате), грамположительные бактерии (Enterococcus faecalis) и так же выявлена слабо положительная реакция на антиген микобактерий туберкулеза. В данном случае пневмония была купирована к +107 дню в результате добавления к антибактериальным препаратам триметоприма/сульфометоксазола в дозе 15-20 мг/кг/сутки по триметоприму.

Инфекции верхних дыхательных путей. 

Инфекции верхних дыхательных путей (2 случая) встречались только в группе больных с классическим режимом кондиционирования и клиническими проявлениями РТПХ. Начальные признаки появлялись на +79 и на +93 день после трансплантации в виде ринита, фарингита и бронхита с последующим присоединением коньюктивита. На фоне терапии противовирусными и антибактериальными препаратами инфекция регрессировала в первом случае к +86 дню, а во втором к +100 дню. При вирусологическом исследовании крови у этих больных были выявлены антитела класса IgG к цитомегаловирусу и вирусу простого герпеса 1, 2 типов, титры, которых превышали нормальные значения в 4 и 8 раз, соответственно.

Герпетическое поражение кожи.

Герпетическое поражение кожи было выявлено у двух больных, и оба случая наблюдались на фоне развернутой острой РТПХ. Поражение кожи проявлялось в виде диссеминированных высыпаний (везикулы и пустулы, окруженные ободком гиперемии, имеющие тенденцию к слиянию) с локализацией на коже рук, туловища, спины и груди по ходу нервных межреберных волокон. Проводилась противовирусная терапия ацикловиром в дозе 1500 мг/суточно в течение 20 дней с положительным эффектом. 

Генерализованная вирусная инфекция.
Генерализованная цитомегаловирусная инфекция, протекавшая с поражением желудочно-кишечного тракта и костного мозга, была выявлена у одного пациента из группы больных с миелоаблативным режимом кондиционирования, у которого отсутствовали признаки РТПХ. Данный случай представляем в качестве клинического примера.

Больной Б.Д.А., 36 лет, диагноз: Острый лимфобластный лейкоз, I ремиссия.
Трансплантация аллогенного костного мозга была выполнена от HLA-идентичного и MLC-ареактивного брата, в качестве предтрансплантационного кондиционирования использовался миелоаблативный режим «Бусульфан+Циклофосфан». Нормализация числа нейтрофилов (≥0,5х109клеток/л) наблюдалось на +15 день, а число тромбоцитов превысило 180х109/л – на +20 день после трансплантации. Ранний посттрансплантационный период осложнялся  лишь стоматитом II степени тяжести и некротической энтеропатией I степени тяжести. На +34 день в гемограмме было отмечено снижение числа тромбоцитов с нормальных значений до 60-80 х109клеток/л, появились диспептические явления (тошнота, рвота). Повышения температуры тела до фебрильных цифр не наблюдалось. Пациенту была выполнена фиброэзофагогастродуоденоскопия с биопсией слизистой желудка, пункция и биопсия костного мозга, вирусологическое исследование крови. В биоптатах желудка и костного мозга при иммуногистохимическом исследовании был выявлен антиген цитомегаловируса. В клетках костного мозга и в лейкоцитах периферической крови методом ПЦР была выявлена ДНК цитомегаловируса. В сыворотке крови определялись антитела класса IgM к вирусу цитомегалии, сопровождавшиеся высоким титром антител класса IgG (1:6400). Назначена противовирусная терапия ганцикловиром в дозе 5 мг/кг/сутки, эффект был получен через 14 дней:  регрессировали диспептические явления, нормализовался уровень тромбоцитов в периферической крови, антитела класса IgМ к цитомегаловирусу в крови не определялись. В дальнейшем пациенту применялись профилактические дозы ацикловира в течение 30 дней.

Цистит.
Одним из наиболее частых осложнений промежуточного периода после трансплантации оказался цистит, который был диагностирован у 6 (17%) больных и только в группе с классическим режимом кондиционирования. В нашем исследовании не удалось выявить достоверного увеличения частоты посттрансплантационных циститов у больных с клиническими признаками РТПХ. 

Начальные симптомы поражения слизистой мочевого пузыря появлялись с +30 по +55 дни, в среднем через 38,1±1,2 дней после аллотрансплантации. Поскольку у всех больных в предтрансплантационное кондиционирование был включен циклофосфан (120мг/кг массы тела), в первую очередь можно предположить его токсическое воздействие на слизистую мочевого пузыря, хотя для «циклофосфанового» цистита характерны более ранние сроки возникновения (первые 2 недели после трансплантации). Дизурические явления сопровождались выраженной лейкоцитурией (25-35 клеток в поле зрения), эритроцитурией (20 и более эритроцитов в поле зрения). При микробиологическом исследовании мочи во всех случаях были выявлены как грамположительные, так и грамотрицательные бактерии. В одном случае в клетках осадка мочи была выявлена ДНК вируса папилломы человека 16 типа. Длительность цистита в среднем составляла 47,5±12,8 дней, осложнение полностью регрессировало к 83,6±12,5 дню после трансплантации на фоне антибактериальной и противовирусной терапии.

Итак, в результате проведенного анализа нам удалось отметить, что общее количество и спектр инфекционных осложнений, возникших после трансплантации, выполненной в условиях миелоаблативного кондиционирования, несколько превышали таковые после трансплантации, выполненной в условиях кондиционирования пониженной интенсивности. Кроме того, в большинстве случаев инфекции присоединялись на фоне развернутой картины РТПХ. Однако выявленные различия незначительны и недостоверны. В связи с этим нами проведено сопоставление некоторых усредненных клинических параметров, характеризующих инфекционные осложнения у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток.

В таблице 18 представлена сравнительная характеристика инфекционных осложнений в промежуточном периоде после аллотрансплантации в зависимости от предтрансплантационного кондиционирования. Так, среднее число инфекционных осложнений на одного больного оказалось одинаковым в обеих группах больных и составляло в среднем 0,7±0,2. Однако при анализе сроков возникновения инфекций отмечены достоверно (р=0,00001) более ранние сроки присоединения этих осложнений у пациентов, которым была проведена аллотрансплантация в миелоаблативном режиме, по сравнению с теми больными, кому была проведена аллотрансплантация в режиме пониженной интенсивности: 51,2±5,0 день против 76,2±7,2 дня. При этом средняя продолжительность инфекционного осложнения у больных из группы с классическим режимом кондиционирования достоверно (р=0,00001) превышала таковую у больных с режимом пониженной интенсивности (28,3±7,1 дней против 14,6±5,0 дней). 

Таблица 18.
 Сопоставление инфекционных осложнений промежуточного периода после трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ.
	Исследуемые параметры
	Характеристика инфекционных осложнений с +30 по +100 дни после трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ:
	Для всей группы

(n=35)

	
	Миелоабл. режим

(n=25)
	Режим пониженной интенсивности

(n=10)
	РТПХ

 (+)

(n=11)
	РТПХ

 (-)

(n=24)
	

	Среднее число инфекционных осложнений 

на 1 больного
	0,7±0,1
	0,8±0,3
	1,4±0,3
	0,2±0,1*


	0,7±0,2

	Средние сроки возникновения инфекционных осложнений, дни после трансплантации
	51,2±5,0


	76,2±7,2*


	54,1±5,8
	66,3±4,7*


	57,6±4,0

	Средняя продолжительность инфекционного осложнения, дни
	28,3±7,1
	14,6±5,0*


	23,2±6,3
	16,0±4,7*


	26,1±6,4

	Количество больных без инфекционных осложнений
	13/25(52%)
	7/10(70%)
	5/11 (45%)
	15/24 (62%)
	20/35(57%)


В 57% случаев промежуточный период после аллогенной трансплантации гемопоэтических клеток протекал без инфекционных осложнений. Как представлено в таблице 18 наибольшее число больных без инфекционных осложнений в эти сроки было в группе пациентов, которым была проведена аллотрансплантация в режиме пониженной интенсивности, и у которых, в исследуемые сроки не было РТПХ, хотя различия не достоверны.

Далее нами проанализировано течение инфекционных осложнений в зависимости от наличия РТПХ. Следует отметить, что в группе больных с клинической картиной РТПХ среднее число инфекционных осложнений на одного больного было достоверно больше, чем у пациентов без признаков РТПХ (1,4±0,3 против 0,2±0,1, р=0,00001). Кроме того, в группе больных с развернутой РТПХ отмечены достоверно более ранние сроки присоединения инфекций, чем у больных без РТПХ (на 54,1±5,8 день против 66,3±4,7 дня после трансплантации, р=0,00001), а продолжительность одного инфекционного осложнения  достоверно превышала таковую у больных без РТПХ (23,2±6,3 против 16,0±4,7 дней, р=0,0006).

Ни один больной в промежуточном периоде после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток не умер от инфекционных осложнений.

4.3. Инфекционные осложнения позднего периода после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток.

Анализ характера и частоты инфекционных осложнений в позднем периоде с 101 по 365 дни после трансплантации был выполнен у 33 больных. У 2 больных развился рецидив заболевания через 55 и 90 дней после трансплантации. Эти пациенты исключены из анализа, поскольку им была начата индукционная химиотерапия.

В поздние сроки после аллогенной трансплантации все еще продолжается профилактическое применение иммуносупрессивных препаратов больным, у которых отсутствует РТПХ. 

Кроме того, именно этот период после трансплантации сопровождается наиболее высоким риском присоединения хронической РТПХ, которая диктует необходимость проведения интенсивной иммуносупрессивной терапии.

Как отражено в таблице 19, в исследуемом периоде наиболее частыми инфекционными осложнениями являлись поражения слизистых желудочно-кишечного тракта, среди которых отмечены стоматит, эзофагит, гастрит, псевдомембранозный колит. Это осложнение наблюдалось у 10 (30%) из 33 больных. Герпетическое поражение кожи встречалось практически также часто - у 9 (27%) больных. Следует отметить, что такие тяжелые инфекционные осложнения, как пневмония и сепсис, развивались у 6 (18%) из 33 больных. Генерализованная цитомегаловирусная инфекция была диагностирована у 1 (3%) больного. Инфекционное поражение глаз (коньюктивит) отмечалось в 6(18%) случаях.

Таблица 19. 
Частота инфекционных осложнений в позднем периоде после аллогенной трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ.

	Инфекционные осложнения
	Частота инфекционных осложнений с +101 по +365 дни после трансплантации в зависимости от вида высокодозного кондиционирования и наличия РТПХ:
	Всего
(n=33)

	
	Миелоабл. режим

(n=24)
	Режим пониженной интенсивности

(n=9)
	РТПХ (+)

(n=11)
	РТПХ (-)

(n=22)
	

	Мукозиты:

Стоматит,

 эзофагит ± гастрит
	6/24 (25%)

6/24 (25%)

 3/24 (12,5%)
	3/9 (33%)

3/9 (33%)

1/9 (11%)
	7/11 (64%)

7/11 (64%)

4/11 (36%)
	2/22 (9%)*

2/22 (9%)*

-
	9/33 (27%)

9/33 (27%)

4/33 (12%)

	Псевдомембранозный колит
	-
	1/9 (11%)
	1/11 (9%)
	-
	1/33 (3%)

	Пневмония
	3/24 (12,5%)
	1/9 (11%)
	4/11 (36%)
	-
	4/33 (12%)

	Сепсис 
	2/24 (8%)
	-
	2/11 (18%)
	-
	2/33 (6%)

	Инфекции верхних дыхательных путей
	2/24 (8%) 
	-
	-
	2/22 (9%)
	2/33 (6%)

	Герпетическое поражение кожи
	7/24 (29%)
	2/9 (22%)
	4/11 (36%)
	5/22 (23%)
	9/33 (27%)

	Генерализованная ЦМВ - инфекция
	1/24 (4%)
	-
	1/11 (9%)
	-
	1/33 (3%)

	Коньюктивит
	   3/24 (12,5%)
	3/9 (33%)
	4/11 (36%)
	2/22 (9%)

	6/33 (18%)

	Пансинусит
	1/24 (4%)
	-
	1/11 (9%)
	-
	1/33 (3%)


Инфекции верхних дыхательных путей наблюдались у 2 (6%) больных. Пансинусит развился у 1 (3%) больного. Нами было проведено сопоставление частоты и характера инфекционных осложнений, возникавших у реципиентов гемопоэтических клеток в позднем периоде после аллотрансплантации, в зависимости от режима предтрансплантационного кондиционирования, а также наличия реакции трансплантат против хозяина. (Таблица 19).

Мукозиты.

Распределив больных на две группы в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования, удалось отметить, что мукозиты развились одинаково часто как после миелоаблативного кондиционирования (25%), так и после кондиционирования пониженной интенсивности (33%). Однако при сравнении групп больных в зависимости от наличия РТПХ обращено внимание, что мукозиты наблюдались достоверно чаще у больных с клиническими проявлениями РТПХ, чем у больных без РТПХ (64% против 9%, р=0,002). 

При анализе клинического течения мукозитов выявлено, что в группе больных с РТПХ стоматиты в 36% случаев протекали крайне тяжело (III – IV степени тяжести), а у больных без  РТПХ клиническое течение стоматита во всех случаях соответствовало II степени тяжести. Фарингиты и эзофагиты развивались только у тех пациентов, у которых были отмечены стоматиты III – IV степени тяжести. Сроки возникновения мукозитов варьировали от +104 до +320 дня, при этом отмечалось рецидивирующее течение этого осложнения, а средняя продолжительность одного эпизода мукозита составляла 21,1±4,5 дней. Этиологию поражения слизистой удалось установить в 4 случаях, в остальных 5 случаях микробиологического и вирусологического исследований не проводилось.

В двух случаях была определена вирусная природа мукозита. Цитомегаловирусная этиология подтверждена обнаружением ДНК вируса цитомегалии в лейкоцитах крови и в эпителиальных клетках слюны. При серологическом  исследовании крови выявлены антитела класса IgG к цитомегаловирусу, значение титра которых превышало норму в 8 раз. Второй случай стоматита был обусловлен вирусом простого герпеса 1-2 типов: титр антител класса IgG превышал норму в 4 раза.

В двух других случаях была подтверждена грибковая этиология стоматита, в посевах со слизистой рта у одного больного микробиологически были идентифицированы C. krusei и Sacchromyces cerevesiae, у другого – C. kefyr. В обоих случаях стоматиты соответствовали III – IV степени тяжести и сопровождались присоединением эзофагита.

Псевдомембранозный колит III степени тяжести, подтвержденный микробиологически (при исследовании кала выявлен токсин А Clostridium difficile), был диагностирован лишь в одном случае у пациентки с хронической РТПХ. Клинические признаки колита присоединились на +122 день и регрессировали к +143 дню на фоне лечения ванкомицином.

Пневмония, сепсис.

4 случая пневмонии и 2 случая сепсиса были диагностированы в сроки с +127 по +261 дни (в среднем на +181,0±31,0 день) после трансплантации. Сопоставив частоту этих инфекций в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования, удалось отметить, что пневмония присоединялась практически одинаково часто как после классического миелоаблативного режима, так и после режима пониженной интенсивности (12,5% и 11%, соответственно), а сепсис встречался только у пациентов после классического режима предтрансплантационного кондиционирования – в 8% случаев. В то же время наличие РТПХ у пациентов явилось достоверным неблагоприятным признаком, обуславливающим высокий риск развития пневмонии и сепсиса. В нашем исследовании пневмония и сепсис встречались только у больных с РТПХ.

Сепсис был документирован у 2 больных, посттрансплантационный период которых, осложнялся хронической РТПХ. В одном случае у пациентки на +140 день на фоне фебрильного эпизода при бактериологическом исследовании крови из центрального венозного катетера и из периферической вены был выявлен рост грамположительных кокков. Таким образом, был диагностирован катетер-ассоциированный сепсис. Центральный венозный катетер был удален и назначена терапия ванкомицином и оксациллином в течение 15 дней. 

В другом случае на + 150 день после трансплантации у пациента с правосторонней нижнедолевой пневмонией и генерализованной цитомегаловирусной инфекцией при бактериологическом исследовании крови были выявлены грамотрицательные бактерии (Klebsiella pneumoniae). Проводилась эмпирическая антибактериальная терапия меропинемом, ванкомицином с положительным эффектом.

Пневмония в трех случаях была двусторонней и в одном случае – односторонней. Рентгенологически было подтверждено субтотальное поражение легочной ткани (3 случая) и нижнедолевое (1 случай). У 2 больных поражение легких носило интерстициальный, а у двух других - очагово-интерстициальный характер. Во всех случаях пневмония осложнялась острой дыхательной недостаточностью, которая проявлялась одышкой, метаболическим ацидозом и компенсаторной гипокапнией. Этиология поражения легочной ткани была не только разнообразной, но и, как правило, смешанной. 

В качестве клинических примеров приводим выписки из истории болезни 3 реципиентов гемопоэтических клеток.

Больная А.Н.К., 33 лет, диагноз: Миелодиспластический синдром. Рефрактерная анемия с избытком бластов.

Трансплантация аллогенного костного мозга была выполнена от HLA-идентичного и MLC-ареактивного брата. Предтрансплантационное кондиционирование проведено в режиме пониженной интенсивности. Восстановление уровня гранулоцитов периферической крови отмечалось на +40 день. Ранний период после трансплантации осложнялся стоматитом III степени тяжести, некротической энтеропатией I степени тяжести, многократными фебрильными эпизодами, а также двусторонней субтотальной плевропневмонией, что потребовало многократной смены антибактериальных препаратов. Клинические и рентгенологические признаки пневмонии регрессировали на+90 день после трансплантации. В позднем периоде, а именно на +127 день после трансплантации, повторно была диагностирована двусторонняя нижнедолевая плевропневмония на фоне развернутой картины хронической РТПХ. С целью уточнения этиологии пневмонии была выполнена фибробронхоскопия с бронхоальвеолярным лаважом. При исследовании лаважной жидкости были выявлены грамположительные кокки (Enterococcus faecalis), а также ДНК цитомегаловируса и вируса Эпштейна – Бар. Одновременно при вирусологическом исследовании крови  этой пациентки были обнаружены ДНК этих же вирусов в клетках крови. Кроме того, в сыворотке крови методом ИФА был обнаружен  антиген Aspergillus (галактоманнан) в количестве 0,93 нг/мл. Таким образом, была подтверждена смешанная (бактериальная + вирусная +грибковая) природа пневмонии. Проводилась антибактериальная терапия сульбактамом/цефоперазоном, противовирусная терапия ганцикловиром и противогрибковая терапия итраканазолом. Однако на фоне прогрессирования РТПХ купировать инфекционные осложнения не удалось, и пациентка скончалась на +150 день.  

Больная Г.С.А., 29 лет, диагноз: Хронический миелолейкоз, хроническая фаза.

Трансплантация аллогенного костного мозга была выполнена от HLA-идентичной и MLC-ареактивной сестры. Предтрансплантационное кондиционирование было проведено в классическом, миелоаблативном режиме. Восстановление уровня гранулоцитов периферической крови отмечалось на +16 день после трансплантации. Ранний посттрансплантационный период осложнялся только развитием стоматита II степени тяжести. В промежуточном периоде после трансплантации инфекционных осложнений не наблюдалось. Однако, в поздние сроки после трансплантации на фоне длительной иммуносупрессивной терапии по поводу лечения хронической РТПХ на +222 день развилась клиника правосторонней пневмонии. Рентгенологически в верхней доле правого легкого выявлялся инфильтрат без четких границ размерами до 3 х 5 х 4,5 см, в толще которого определялась полость размером 1,5 х 1,8 см. С диагностической целью была выполнена фибробронхоскопия. При бактериологическом исследовании лаважной жидкости был обнаружен рост Aspegillus fumigatus, а также грамположительных кокков. В сыворотке крови методом ИФА был определен антиген аспергилл (галактоманнан) в количестве 1,4 нг/мл. Результаты проведенных исследований позволили диагностировать инвазивный аспергиллез правого легкого. Пациентке была начата терапия амфотерицином В в дозе 1 мг/кг/сутки, который впоследствии был заменен на липосомальную форму амфотерицина В в дозе 3 мг/кг/сутки. Несмотря на проведение прецизионной терапии, рентгенологически отмечалось прогрессирование инфекционного процесса в виде увеличения размеров полости распада до 5 см в диаметре с образованием дорожки к корню легкого, а также появления отсевов в левом легком с дальнейшим  его тотальным поражением. Массивная инфильтрация легочной ткани обусловила присоединение тяжелой дыхательной недостаточности. Больная скончалась на +244 день после трансплантации.
Больной М.К.В., 20 лет, диагноз: Хронический миелолейкоз, хроническая фаза.

Трансплантация аллогенного костного мозга была проведена от HLA-идентичной и MLC-ареактивной сестры. Предтрансплантационное кондиционирование было выполнено в классическом режиме (бусульфан + циклофосфан). Восстановление уровня гранулоцитов периферической крови отмечалось на + 27 день после трансплантации. Ранний период после трансплантации осложнялся стоматитом III степени тяжести, кратковременным фебрильным эпизодом. В промежуточном периоде на+31 день отмечался геморрагический цистит. В более поздние сроки на +261 день после трансплантации на фоне хронической РТПХ присоединилась двусторонняя пневмония. Рентгенологически было выявлено субтотальное очагово-интерстициальное поражение легочной ткани. При компьютерной томографии легких определялись множественные сливающиеся между собой очаги с полостями распада. При исследовании бронхоальвеолярной жидкости микробиологически были выявлены Pneumocystis carinii (методом ИФА, 3 цисты в препарате), а методом ПЦР была найдена ДНК вируса Эпштейна – Барр. Для уточнения диагноза была выполнена торакоскопическая биопсия легких. Иммуногистохимическое исследование биоптата легкого подтвердило вирусную природу пневмонии, в клетках был выявлен антиген вируса Эпштейна – Барр. В крови одновременно с этим определен антиген криптококка (глукуроноксиломаннан). Этиология пневмонии в данном случае оказалась смешанной (вирусная+грибковая). Учитывая то, что количество выявленных иммунофлюорсцентным методом цист Pneumocystis carinii не являлось диагностическим, лечение триметопримом/сульфаметоксазолом не проводилось. Была начата противогрибковая терапия амфотерицином В в дозе 5 мг/кг в сутки, противовирусная терапия ганцикловиром в дозе 10 мг/кг в сутки, антибактериальная терапия цефепимом и имипинемом. На фоне проводимого лечения клиническое улучшение было достигнуто через месяц. Последующие рентгенологические исследования легочной ткани выявляли изменения, характерные для пневмосклероза.
Инфекции верхних дыхательных путей.

В позднем периоде после трансплантации у 2 (8%) больных с классическим режимом предтрансплантационного кондиционирования были отмечены инфекции верхних дыхательных путей (ринит, трахеит, бронхит). Клинические признаки инфекции наблюдались в одном случае на +120, а во втором - инфекция принимала рецидивирующий характер, и повторялись на +158 и +320 дни. Оба пациента были без РТПХ. Клинические симптомы заболевания регрессировали на фоне назначения антибактериальных (кларитромицин 1000 мг/суточно или азитромицин 500 мг/суточно) и противовирусных препаратов (ацикловир 500 - 1000 мг/суточно) в среднем через 10,0±1,4 дней.

Герпетическое поражение кожи.
У 9 пациентов герпетическое поражение кожи неоднократно рецидивировало в течение всего периода наблюдения, а именно с 115 по 310 дни после трансплантации. Клинически это осложнение характеризовалось везикулезно-популезной сыпью с тенденцией к слиянию, которая локализовалась на коже туловища, груди, конечностей. 

В группах больных с различными режимами предтрансплантационного кондиционирования герепетическое поражение кожи встречалось с одинаковой частотой (29% и 22%, соответственно). При сравнении частоты этого осложнения в зависимости от наличия РТПХ было отмечено, что в группе больных с хронической РТПХ это осложнение встречалось несколько чаще, чем у больных без проявлений РТПХ (36% против 23%), хотя различия статистически недостоверны.

Вирусологическое исследование крови проводилось во всех случаях. У 7 пациентов в сыворотке крови определялись антитела класса IgМ к вирусу простого герпеса 1,2 типов; титры антитела класса IgG к этому вирусу в 4-16 раз превышали нормальные значения. Одновременно в клетках крови выявлялась ДНК вируса простого герпеса 1,2 типов. В 2 случаях определялись вирусспецифические антитела к вирусу цитомегалии (антитела класса IgM, титр антител класса IgG в 8-16 раз превышал норму), кроме того, у этих больных было зарегистрировано значительное (в 8 раз) повышение титра антител класса IgG к вирусу простого герпеса 1,2 типов. Всем пациентам назначали ацикловир в дозе 1000 – 1500 мг/суточно, а в трех случаях в схему терапии включали ганциловир в дозе 10 мг/кг в сутки. 

Генерализованная цитомегаловирусная инфекция.

Генерализованная цитомегаловирусная инфекция была диагностирована у 1 больного с развернутой формой РТПХ на +128 день. В анализе периферической крови выявлялась лейкопения (менее 1,0х109клеток/л) и тромбоцитопения (менее 100х109клеток/л). Кроме того, отмечалось поражение кожи в виде мелкоточечных высыпаний, а также коньюктивит и стоматит. Методом ИФА в лейкоцитах крови и в костном мозге был определен антиген вируса цитомегалии, а при иммуногистохимическом исследовании трепанобиоптата был обнаружен антиген цитомегаловируса. Эти результаты позволили подтвердить цитомегаловирусное поражение костного мозга. При вирусологическом исследовании сыворотки крови, значения титра антител класса IgG к цитомегаловирусу более чем в 4 раза превышали нормальные значения и также были обнаружены антитела  класса IgM к вирусу цитомегалии. Была назначена терапия ганцикловиром в лечебной дозе 10 мг/кг в сутки. Положительный эффект был достигнут через 20 дней: регрессировал стоматит, коньюктивит, нормализовались показатели периферической крови. 

Коньюктивит.

Коньюктивит встречался у 6 (18%) больных, также в течение всего периода наблюдения (с +104 по +300 дни после трансплантации). Следует отметить, что в группе больных с режимом пониженной интенсивности поражение глаз встречалось несколько чаще (33% против 12,5%), хотя различия недостоверны. При сравнении частоты коньюктивита в зависимости от наличия РТПХ выявлялась более четкая зависимость. На фоне развернутой картины хронической РТПХ коньюктивит присоединялся чаще, чем у пациентов без РТПХ (36% против 9%), различия при этом недостоверны. 

Клинически коньюктивит проявлялся инъецированием склер, ощущением инородного тела в глазу. Вирусологическое исследование крови было выполнено 4 больным. Данные серологического анализа выявили антитела класса IgM к цитомегаловирусу, титр антител класса IgG более чем в 4 раза превышал норму. В одном случае были определены виррусспецифические антитела к вирусу простого герпеса 1,2 типов: титр  антител  класса IgG составил 1:6400. Еще у одной больной в сыворотке крови выявлялось сочетание антител класса IgG к цитомегаловирусу и вирусу простого герпеса 1, 2 типов, значительно превышающих нормальные значения.

На фоне назначения противовирусной терапии (ацикловир, ганцикловир) коньюктивит регрессировал в среднем через 9,3±1,0 дней после начала заболевания.

Пансинусит.

У одного пациента после миелоаблативного предтрансплантационного кондиционирования на фоне хронической РТПХ отмечалось рецидивирующее течение пансинусита. На +210 день и на +273 день после трансплантации отмечались эпизоды повышения температуры тела до фебрильных цифр, оба раза рентгенологически определялся уровень жидкости в левой верхнечелюстной пазухе. В результате антибактериальной терапии кларитромицином через 10-16 дней достигалась положительная  клиническая и рентгенологическая динамика. 

Таким образом, в результате проведенного анализа нам удалось отметить, что общее число и спектр инфекционных осложнений, встречающихся после трансплантации с классическим режимом предтрансплантационного кондиционирования, несколько превышали таковые после трансплантации в режиме пониженной интенсивности. Следует отметить, что большинство инфекционных осложнений возникало на фоне хронической РТПХ. Однако выявленные различия незначительны и недостоверны. И в связи с этим мы провели сопоставление некоторых усредненных клинических параметров, характеризующих инфекционные осложнения у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток.

В таблице 20 представлена характеристика инфекционных осложнений, развившихся в период с +101 дня по +365 день после аллотрансплантации, в зависимости от режима предтрансплантационного кондиционирования и наличия клинической картины РТПХ. Так, в группе больных с миелоаблативным режимом кондиционирования в позднем периоде после аллотрансплантации среднее число инфекционных осложнений у 1 больного было достоверно больше, чем в группе больных с режимом пониженной интенсивности (2,4±0,3 против 1,6±0,2, р=0,00001). Анализируя сроки возникновения инфекционных осложнений, было отмечено, что у пациентов, которым было проведено кондиционирование в режиме пониженной интенсивности инфекционные осложнения возникали достоверно раньше, чем у пациентов с классическим режимом кондиционирования(+158,4±11,8 день против +198,7±11,0 дня, р=0,00001). Несмотря на более поздние сроки развития инфекционных осложнений в группе больных с миелоаблативным режимом, средняя продолжительность одного инфекционного осложнения оказалось достоверно (р=0,03) больше и составляла 18,1±2,2 дней, в то время как в группе больных с режимом пониженной интенсивности была 16,1±2,4 дней.

При проведении сравнительного анализа инфекционных осложнений в зависимости от наличия хронической РТПХ нами отмечено, что среднее число инфекционных осложнений на одного больного было достоверно больше в группе больных с РТПХ, чем у пациентов без РТПХ (2,4±0,4 против 0,6±0,3, р=0,00001). Независимо от наличия хронической РТПХ инфекционные осложнения присоединялись практически в одинаковые сроки после трансплантации. Однако средняя продолжительность одного инфекционного осложнения у больных с РТПХ достоверно превышала таковую у больных без РТПХ (18,3±2,8 дней против 15,6±1,3 дней, р=0,0006).

В 54% случаев поздний период после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток протекал без инфекционных осложнений. Как показано в таблице 19, процент больных без инфекционных осложнений незначительно отличался в группах с различным режимом предтрансплантационного кондиционирования (58% и 44% соответственно). В то же время удалось отметить, что в группе больных без клинических проявлений РТПХ поздний период после трансплантации протекал в 73% случаев без инфекций, когда у больных с РТПХ количество пациентов без инфекционных осложнений был достоверно (р=0,005) ниже и составляло всего 18%.

Таблица 20. 
Характеристика инфекционных осложнений с +101 дня по +365 день после трансплантации в зависимости от вида предтрансплантацинного кондиционирования и наличия РТПХ.
	Исследуемые параметры
	Характеристика инфекционных осложнений с +101 дня по +365 день после трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ:
	Для всей группы

(n=33)

	
	Миелоабла-тивный режим

(n=24)
	Режим пониженной интенсивности

(n=9)
	РТПХ

 (+)

(n=11)
	РТПХ

(-)

(n=22)
	

	Среднее число инфекционных осложнений 

на 1 больного
	2,4±0,3


	1,6±0,2*


	2,4±0,4
	0,6±0,3*


	2,1±0,2

	Средние сроки возникновения инфекционных осложнений, дни после трансплантации
	198,7±11,0


	158,4±11,8*


	182,6±13,7
	179,1±22,0
	188,7±8,9

	Средняя продолжительность инфекционного осложнения, дни
	18,1±2,2
	16,1±2,4*


	18,3±2,8
	15,6±1,3*


	17,7±1,8

	Количество больных без инфекционных осложнений
	14/24(58%)
	4/9(44%)
	2/11(18%)
	16/22 (73%)*


	18/33(54%)



Таким образом, результаты проведенного анализа подтвердили достоверную связь частоты и характера инфекционных осложнений в поздние сроки после аллогенной миелотрансплантации с наличием у больного хронической РТПХ. У пациентов с этим тяжелым иммунологическим осложнением присоединялось не только достоверно большее число инфекций, но и характер этих инфекций отличался по тяжести и продолжительности клинического течения. 

Двое (6%) из 33 больных в позднем периоде после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток скончались от тяжелых инфекционных осложнений на фоне развернутой клинической картины РТПХ. В одном случае причиной смерти был инвазивный аспергиллез легких, а во втором случае - двусторонняя нижнедолевая плевропневмония смешанной природы (бактериальная + вирусная + грибковая).

Проведя анализ инфекционных осложнений в разные сроки после аллогенной трансплантации гемопоэтических клеток, мы видим, что каждый период характеризовался различными частотой и характером инфекционных осложнений. Безусловно, в ранние сроки после трансплантации это связано с периодом приживления миелотрансплантата, видом предтрансплантационного кондиционирования. Так в раннем периоде независимо от вида предтрансплантационного кондиционирования наиболее частыми инфекционными осложнениями были: поражение слизистой желудочно-кишечного тракта, фебрильные эпизоды. Частота тяжелых инфекционных осложнений составила 17%. 


В промежуточном периоде наиболее частым осложнением был цистит, поражение слизистой желудочно-кишечного тракта по частоте занимало второе место. Такие тяжелые инфекционные осложнения, как пневмония, сепсис в эти сроки наблюдались несколько реже, преимущественно у больных с клиническими проявлениями РТПХ. Среди этиологических факторов преобладали вирусы. 

В позднем периоде после трансплантации отмечено повышение частоты тяжелых инфекционных осложнений (15%) в особенности у больных с хронической РТПХ. На первом месте по частоте в эти сроки оказались вирусные инфекции. Не менее грозные инвазивные грибковые инфекции наблюдались преимущественно во втором полугодии после аллотрансплантации. 

Летальность от инфекционных осложнений в течение первого года после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток в нашем исследовании была низкой и составила 6% (2 из 35 больных).

Глава 5. Характеристика микрофлоры слизистых у реципиентов гемопоэтических клеток в ранние сроки после трансплантации.


Этиология госпитальных инфекционных осложнений, как и источники их возникновения, у реципиентов гемопоэтических клеток разнообразны. Инфекция может носить как экзогенный, так и эндогенный характер; источником инфекционного процесса может быть как сам больной, так и донор гемопоэтических клеток. В период нейтропении доминирует эндогенный характер инфицирования, когда колонизация отдельными микроорганизмами слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта, особенно на фоне повреждения ее цитостатическими препаратами, может приводить к развитию системной инфекции. Кроме этого возможна реактивация ранее имевшей место инфекции, чаще всего эти осложнения бывают обусловлены вирусами. В некоторых случаях источником инфицирования может быть и трансплантат гемопоэтических клеток. 


В этой связи нами были изучены в динамике состав микрофлоры слизистой оболочки носовых ходов, желудочно-кишечного тракта, влагалища, у реципиентов гемопоэтических клеток; спектр микроорганизмов при стоматитах и некротической энтеропатии. Исследованы маркеры герпесвирусных инфекций (антитела и  ДНК вирусов простого герпеса 1,2 типов, цитомегалии, Эпштейна-Барр). Проведено микробиологическое исследование трансплантата гемопоэтических клеток. Микрофлору слизистой оболочки зева, кишечника, влагалища исследовали до начала предтрансплантационного кондиционирования и после трансплантации в период миелотоксического агранулоцитоза: на +3 (+5) и на +13 (+15) дни (в случаях сохраняющейся нейтропении). Проанализированы частота возникновения и тяжесть инфекционных осложнений в зависимости от колонизации слизистой оболочки микроорганизмами и степени ее повреждения.

5.1. Мониторинг микрофлоры слизистой оболочки зева у реципиентов гемопоэтических клеток.

У 24 больных с трансплантацией аутологичных гемопоэтических клеток было проведено 52 исследования микрофлоры слизистой оболочки зева, и выявлено 89 микроорганизмов. При трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток было определено 104 патогена в 63 исследованиях, полученных со слизистой зева у 22 больных.

В таблице 21 представлена частота обнаружения бактерий со слизистой зева у больных до и после трансплантации гемопоэтических клеток. Микроорганизмы были выделены практически у всех пациентов, исключение составил один больной после аутологичной трансплантации гемопоэтических клеток (отсутствие патогенов на +3 день).

Таблица 21. Частота выявления микроорганизмов из зева при трансплантации гемопоэтических клеток.

	Исследуемые параметры
	Частота выявления микроорганизмов из зева 

	
	у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток

	
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации
	+13 - +15 дни после трансплантации
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации
	+13 - +15 дни после трансплантации 

	Число больных
	24
	24
	4
	22
	22
	19

	Наличие микроорганизмов
	24/24 (100%)
	23/24 (96%)
	4/4 (100%)
	22/22 (100%)
	22/22 (100%)
	19/19 (100%)

	Монокультура микроорганизмов
	13/24 (54%)
	11/23 (48%)
	1/4 (25%)
	6/22 (27%)*
	15/22 (68%)
	11/19 (58%)

	Сочетание микроорганизмов, из них

Гр (+) кокки +
Гр (+) кокки
Гр (+) кокки + 

Гр (-) палочки
Гр (+) кокки + 
C. albicans
Гр (-) палочки +

Гр(+)бактерии+ Candida spp.
	11/24 (46%)

7/11 (64%)

2/11 (18%)

2/11 (18%)

-
	12/23 (52%)

8/12 (67%)

2/12 (17%)

1/12 (8%)

1/12 (8%)
	3/4 (75%)

2/3 (67%)

1/3(33%)

-

-
	16/22(73%)*
10/16 (63%)

1/16 (6%)

4/16 (25%)

1/16 (6%)
	7/22 (32%)*
6/7 (86%)

1/7 (14%)

-

-
	8/19 (42%)

6/8 (75%)

1/8 (12,5%)

-

1/8 (12,5%)


Отмечена высокая частота выявления монокультуры в посевах из зева в период нейтропении, особенно у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток: в 68% (р=0,009) на +3(+5) день и в 58% (р=0,04) на +13 (+15) дни после трансплантации. Монокультура во всех случаях была представлена грамположительными микроорганизмами. В смешанной микрофлоре также преобладали грамположительные бактерии, составив более 60% у реципиентов аутологичных и аллогенных гемопоэтических клеток крови. Смешанная культура была представлена преимущественно двумя микроорганизмами, сочетание трех было редким (у 1 больного при аутотрансплантации и у 2 - при аллотрансплантации). Спектр патогенов представлен в таблице 22. В разные периоды после трансплантации преобладали грамположительные кокки, частота выявления их составила более 70%. Наиболее высокие показатели обнаружения грамположительных бактерий отмечены у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток, достигшие 96,5% в период нейтропении на +3 (+5) и 91% на +13(+15) дни после трансплантации. При аутотрансплантации гемопоэтических клеток эти показатели составили 85% и 70%, соответственно. Среди грамположительных бактерий доминирующими были стрептококки из группы зеленящих. Частота выявления грамотрицательных бактерий, как и дрожжевых грибов, была невысокой, причем, отмечено снижение их в период нейтропении. Так частота выделения грамотрицательных бактерий на +3(+5) день после трансплантации, в сравнении с периодом до трансплантации, снизилась с 12,5 до 10% у реципиентов аутологичных и с 10 до 3,5% у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток крови. В этот же период дрожжевые грибы не были выявлены ни в одном из исследований у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток, а у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток число их осталось неизменным (5%). Регистрируемое увеличение числа грамотрицательных бактерий (с 10% до 20%) и дрожжевых грибов (с 5% до 10%) у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток на +13(+15) дни после трансплантации в сравнении с +3(+5) днями можно объяснить ограниченным числом исследований. Миелотоксический агранулоцитоз на +13 (+15) дни после аутотрансплантации определялся лишь у четверых больных, в то время как у остальных 20 пациентов было отмечено своевременное восстановление гранулоцитов.

Таблица 22. Спектр микроорганизмов, выявленных из зева у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Микроорганизмы 
	Спектр микроорганизмов, выявленных  из зева

	
	у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток

	
	до трансплантации

(n=24)
	+3 - +5 дни после трансплантации
(n=24)
	+13 - +15 дни после трансплантации
(n=4)
	до 
трансплантации
(n=22)
	+3 - +5 дни после трансплантации
(n=22)
	+13 - +15 дни после трансплантации
(n=19)

	Число микроорганизмов
	40
	39
	10
	42
	29
	33

	Грамположительные кокки:

Viridans streptococci
S. pneumonie
S.coagulase-negative
S. aureus

Enterococcus spp.

Corinebacterium spp.
	33/40 (82,5%)

24/33 (73%)

-

5/33 (15%)
-

4/33 (12%)

-
	33/39 (85%)

21/33 (64%)

-

5/33 (15%)
-

7/33 (21%)

-
	7/10 (70%)

2/7 (29%)
-

2/7 (29%)
-

3/7 (42%)

-
	33/42 (78%)

25/33 (76%)
-

5/33 (15%)
1/33 (3%)
1/33 (3%)

1/33 (3%)
	28/29 (96,5%)

22/28 (79%)
1/28 (3%)

 3/28 (11%)
-

2/28 (7%)

-
	30/33 (91%)

19/30 (63%)

-

5/30 (17%)

-

6/30 (20%)

-

	Грамотрицательные палочки:

E. coli
Enterobacter spp.

Acinetobacter spp.

P. aeruginosa.

S. maltophilia
	5/40 (12,5%)

2/5 (40%)

-

2/5 (40%)

-

1/5 (20%)
	4/39 (10%)

1/4 (25%)

1/4 (25%)

-

1/4 (25%)

1/4 (25%)
	2/10 (20%)

-

1/2 (50%)

-

1/2 (50%)

-
	4/42 (10%)
2/4 (50%)

1/4 (25%)

1/4 (25%)

-

-
	1/29 (3,5%)

-

-

-

-

1
	2/33 (6%)

-

-

1/2 (50%)

-

1/2 (50%)

	Дрожжевые грибы:
C. albicans

C. non – albicans:

C. parapsilosis
C. glabrata
C. kefyr
	2/40 (5%)
2

-
	2/39 (5%)
1/2 (50%)

1/2 (50%)

-

1

-
	1/10 (10%)
-
-

-

1
	5/42 (12%)
4/5 (80%)

1/5 (20%)

1

-

-
	-
	1/33 (3%)
1

-


5.2.  Мониторинг микрофлоры слизистой оболочки кишечника у реципиентов гемопоэтических клеток. 

При аутотрансплантации было проведено 48 исследований микрофлоры слизистой оболочки кишечника у 22 больных и выделено 94 микроорганизма, при трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток крови выявлено 84 микроорганизма в 61 исследовании у 22 реципиентов.

В таблице 23 представлена частота обнаружения патогенов со слизистой оболочки кишечника. Рост микроорганизмов определялся во всех случаях. Смешанная микрофлора перед началом предтрансплантационного кондиционирования у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток выявлялась чаще, чем монокультура (73% против 27%). Выделение монокультуры возрастало в период нейтропении, составив при аутотрансплантации 45% на +3 день, а при аллотрансплантации -73% на +3 день и 71% на +13 день. Частота выявления смешанной микрофлоры при нейтропении, в сравнении с периодом до трансплантации, уменьшилась у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток с 73 до 55%, а у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток с 41 до 27%. 

Среди микроорганизмов слизистой оболочки кишечника (Таблица 24) до начала кондиционирования преобладали грамотрицательные бактерии, составляя 63% при аутотрансплантации и 64% при аллотрансплантации, далее, в период нейтропении, отмечено снижение их до 45% при аутотрансплантации и до 59 (+3 день) -57% (+13-15 дни) при аллотрансплантации. Среди грамотрицательных микроорганизмов доминировали Escherichia coli. 
Дрожжевые грибы у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток не определялись на + 3 день после трансплантации, а на + 13 день содержание их было практически сопоставимо с исходным уровнем (до трансплантации), в то время как у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток отмечено увеличение их в период нейтропении до 19% (преобладание C. non-albicans) против 6% до трансплантации (р=0,05). 

Анализируя полученные данные можно отметить, что в ходе мониторинга выявлено снижение выделения грамотрицательных бактерий со слизистой оболочки зева и кишечника у реципиентов гемопоэтических клеток в период нейтропении. Это свидетельствует об эффективности антибиотиков, прежде всего ципрофлоксацина, используемых для селективной деконтаминации кишечника. Колонизация дрожжевыми грибами слизистой оболочки зева оставалась неизменной у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток, а у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток снижалась 

Таблица 23. Частота выявления микроорганизмов из кишечника при трансплантации гемопоэтических клеток.

	Исследуемые параметры
	Частота выявления микроорганизмов из кишечника 

	
	у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток

	
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации
	+13 - +15 дни после трансплантации

	Число больных
	22
	22
	22
	22
	17

	Наличие микроорганизмов 
	22/22 (100%)
	22/22 (100%)
	22/22 (100%)
	22/22 (100%)
	17/17 (100%)

	Монокультура микроорганизмов
	6/22 (27%)
	10/22 (45%)
	13/22 (59%)
	16/22 (73%)
	12/17 (71%)

	Сочетание 

микроорганизмов, 

из них

Гр (+) кокки+ 

Гр (+) кокки

Гр (+) кокки+ 

Гр (-) палочки

Гр (-) палочки +
Гр (-) палочки

Гр (-) палочки +
 Candida spp.

Гр (-) палочки +

Гр (+) кокки +
Candida spp.

Гр (+) кокки +
 Candida spp.

C. albicans+ 
С.non-albicans 
	16/22 (73%)

-

10/16 (63%)

3/16 (19%)

2/16 (12%)

1/16 (6%)

-
-
	12/22 (55%)

1/12 (8%)

4/12 (34%)

1/12 (8%)

2/12 (17%)

-

3/12 (25%)

1/12 (8%)
	9/22(41%)

-

2/9 (22%)

3/9 (34%)

2/9 (22%)

-
2/9 (22%)

-
	6/22 (27%)

3/6 (50%)

2/6 (33%)

1/6 (17%)

-

-
-

-
	5/17 (29%)

2/5 (40%)

-

-

1/5 (20%)

-
2/5 (40%)

-


Таблица 24. Спектр микроорганизмов, выявленных из кишечника у реципиентов гемопоэтических клеток.
	Микроорганизмы
	Спектр микроорганизмов, выявленных из кишечника

	
	у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических
 клеток

	
	до 
трансплантации

(n=22)
	+3 - +5 дни после трансплантации

(n=22)
	до 
трансплантации

(n=22)
	+3 - +5 дни после трансплантации

(n=22)
	+13 - +15 дни после трансплантации

(n=17)

	Число микроорганизмов
	52
	42
	36
	27
	21

	Грамположительные кокки:

S. coagulase-negative

Enterococcus spp. Corinebacterium spp.

Lactobacillus spp.
	16/52 (31%)
6/16 (37,5%)
10/16 (62,5%)

-
-
	15/42 (36%)

4/15 (27%)
8/15 (53%)

1/15 (7 %)

2/15 (13 %)
	7/36 (19%)

4/7 (57%)
3/7 (43%)

-

-
	11/27 (41%)
5/11 (45%)
6/11 (55%)

-

-
	6/21 (29%)

3/6 (50%)

3/6 (50%)

-

-

	Грамотрицательные палочки:

E. coli
Enterobacter spp.

Acinetobacter spp.
Proteus spp.
Serratia spp.
Klebsiella spp.
	33/52 (63%)
21/33 (64%)

3/33 (9%)

-
7/33 (21%)

1/33 (3%)

1/33 (3%)
	19/42 (45%)

13/19 (68%)

1/19 (5%)

-

5/19 (27%)

-

-
	23/36 (64%)
18/23 (78%)

3/23 (13%)

2/23 (9%)
-

-

-
	16/27 (59%)

15/16 (94%)
-

1/16 (6%)

-

-

-
	12/21 (57%)

11/12 (92%)
-

1/12 (8%)

-

-

-

	Дрожжевые грибы:

C. albicans

C. non – albicans:
C. parapsilosis
C. glabrata
C. krusei
	3/52 (6%)
1/3 (33%)

2/3 (67%)

-

1

1
	8/42 (19%)*

2/8 (25%)

6/8 (75%)

-

4

2
	6/36 (17%)

5/6 (83%)

1/6 (17%)

-

1

-
	-
	3/21 (14%)

-
3/3(100%)

3

-

-


в период нейтропении. Аналогичное нельзя отметить в отношении дрожжевых грибов, выявленных со слизистой оболочки кишечника у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток. Однако наблюдаемое увеличение дрожжевых грибов с 6% (перед трансплантацией) до 19% (в период нейтропении) не привело к возникновению инвазивных кандидозов у больных, колонизированных данными грибами. Это является косвенным свидетельством как невысокой частоты колонизации дрожжевыми грибами слизистой оболочки кишечника, так и эффективности  противогрибковых препаратов, прежде всего флуконазола, используемых для профилактики диссеминированного кандидоза. 

5.3. Мониторинг микрофлоры слизистой оболочки влагалища у реципиентов гемопоэтических клеток.

Микрофлору слизистой оболочки влагалища исследовали до начала предтрансплантационного кондиционирования и после трансплантации в период миелотоксического агранулоцитоза на +3 (+5) дни после трансплантации. При аутотрансплантации проведено 26 исследований, взятых со слизистой оболочки влагалища у 13 больных, выявлено 35 микроорганизмов. При аллотрансплантации было выделено 33 микроорганизма в 20 исследованиях у 10 больных. Данный анализ проводился с целью определения колонизации, прежде всего, дрожжевыми грибами и грамотрицательными бактериями слизистой оболочки влагалища. Выявление дополнительного локуса, колонизированного проблемными микроорганизмами, может приводить к увеличению частоты возникновения инвазивных микозов и инфекций, вызванных грамотрицательными бактериями, у иммунокомпрометированных больных. 

В таблицах 25 и 26 представлены частота обнаружения патогенов со слизистой влагалища и их спектр. В отличие от исследования желудочно-кишечного тракта, отмечено преобладание сочетания микроорганизмов, как до трансплантации, так и после трансплантации гемопоэтических клеток. Также доминировали грамположительные бактерии, среди которых преобладали стафилококки коагулазо-негативные и энтерококки. Частота обнаружения дрожжевых грибов была невысокой и непостоянной в разные периоды после трансплантации: у двух больных после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток в период нейтропении и у одной больной до аллотрансплантации. Следует отметить, что после трансплантации при нейтропении на фоне профилактического приема флуконазола были выделены Candida non-albicans (C. glabrata), а до трансплантации – Candida albicans.

В ходе исследования также была отмечена низкая частота выделения грамотрицательных бактерий и дрожжевых грибов со слизистой оболочки влагалища. 

Таблица 25. Частота выявления микроорганизмов из влагалища при трансплантации гемопоэтических клеток.

	Исследуемые параметры
	Частота выявления микроорганизмов из влагалища 

	
	у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток

	
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации
	до 
трансплантации
	+3 - +5 дни после трансплантации

	Число больных
	13
	13
	10
	10

	Наличие  микроорганизмов 
	8/13 (61%)
	9/13 (69%)
	9/10 (90%)
	7/10 (70%)

	Монокультура микроорганизмов
	2/8 (25%)
	2/9 (22%)
	1/9 (11%)
	2/7 (29%)

	Сочетание микроорганизмов, из них

Гр (+) кокки +

Гр (+) кокки

Гр (+) кокки +

Гр (-)палочки

Гр (-)палочки+
Гр (-)палочки

Гр (+) кокки/ 

Гр (-)палочки+

Сandida spp.
	6/8 (75%)

4/6 (66%)

1/6 (17%)

1/6 (17%)

-
	7/9 (78%)

2/7 (28,5%)

2/7 (28,5%)

1/7 (14,5%)

2/7 (28,5%)
	8/9 (89%)

6/8 (75%)

1/8 (12,5%)

-
1/8 (12,5%)
	5/7 (71%)

2/5 (40%)

3/5 (60%)

-
-


Таблица 26. Спектр микроорганизмов, выявленных из влагалища у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Микроорганизмы 
	Спектр микроорганизмов, выявленных из влагалища

	
	У реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток
	у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток

	
	до
трансплантации

(n=13)
	+3 - +5 дни после трансплантации

(n=13)
	до 
трансплантации

(n=10)
	+3 - +5 дни после трансплантации

(n=10)

	Число микроорганизмов
	16
	19
	20
	13

	Грамположительные кокки:
S. coagulase-negative

S. aureus

Enterococcus spp. Lactobacillus spp.
	14/16 (88%)
5/14 (36%)
-

6/14 (43%)

3/14 (21%)
	15/19(79%)
7/15 (47%)
-

6/15(40%)

2/15 (13%)
	14/20 (70%)
6/14 (43%)
1/14 (7%)

5/14 (36%)

2/14 (14%)
	9/13 (69%)

6/9 (67%)
-

2/9 (22%)

1/9 (11%)

	Грамотрицательные палочки:

E. coli
Enterobacter spp.

Proteus spp.
	2/16 (12%)

1/2 (50%)

1/2 (50%)

-
	2/19 (10,5%)

-

1/2 (50%)

1/2(50%)
	5/20 (25%)
4/5 (80%)

1/5 (20%)

-
	4/13 (31%)

3/4 (75%)

1/4 (25%)

-

	Дрожжевые грибы:
C. albicans

C. non – albicans:
C. glabrata
	-
	2/19 (10,5%)
-

2/2 (100%)

2
	1/20 (5%)
1

-
	-


5.4. Мониторинг микрофлоры слизистой оболочки носа у реципиентов гемопоэтических клеток.

Наряду с исследованием микрофлоры желудочно-кишечного тракта и влагалища была изучена колонизация микроорганизмами слизистой оболочки носа. Исследование образцов проводилось на наличие мицелиальных грибов и золотистого стафилококка, поскольку колонизация данными патогенами может приводить к развитию системной инфекции у иммунокомпрометированных больных, особенно в период критической нейтропении [54]. Всего было проведено 78 исследований у 46 реципиентов гемопоэтических клеток (24 – аутологичных, 22 - аллогенных). Как представлено в таблице 27, Staphylococcus aureus был выделен у 2 (9%) больных до трансплантации гемопоэтических клеток крови. Повторного выделения данных микроорганизмов в период нейтропении (после трансплантации) не наблюдалось. Развития системной инфекции, вызванной золотистым стафилококком, не было зарегистрировано.
Мицелиальные грибы со слизистой оболочки носовых ходов не были выделены ни у одного из больных. Инвазивный аспергиллез не был зарегистрирован в анализируемой группе пациентов. 

Таблица 27.
 Исследование микрофлоры слизистой носа у реципиентов гемопоэтических клеток.
	Исследуемые параметры
	Частота выявления микроорганизмов со слизистой носа у реципиентов гемопоэтических клеток:

	
	аутологичная трансплантация 
	аллогенная трансплантация

	
	до трансплантации
	в период нейтропении
	до трансплантации 
	в период нейтропении

	Число больных
	24
	13
	22
	19

	Выявлен рост 

микроорганизмов,

 из них

Staphylococcus coagulase-neganive
Staphylococcus aureus
	22 (92%)

20 (91%)

2 (9%)
	11 (85%)

11 (100%)

-
	19 (73%)

13 (68%)

-
	10 (53%)

10 (100%)

-


На основании проведенных исследований можно отметить, что колонизация Staphylococcus aureus слизистой носа является редким проявлением у реципиентов гемопоэтических клеток. Свидетельством этому служит и низкая частота бактериемий, обусловленных золотистым стафилококком у больных гемобластозами [11].
5.5. Характеристика инфекционных осложнений у реципиентов гемопоэтических клеток в зависимости от колонизации слизистых оболочек микроорганизмами.

Частота возникновения инфекционных осложнений у реципиентов гемопоэтических клеток и их характер были проанализированы в зависимости от наличия или отсутствия колонизации слизистых «проблемными» микроорганизмами, к которым относятся грамотрицательные бактерии и дрожжевые грибы. В таблице 28 представлена характеристика инфекций при выделении грамотрицательных бактерий. Колонизация грамотрицательными микроорганизмами слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта определялась у 19 больных, а у 27 пациентов они не были выявлены. Частота возникновения лихорадки была идентичной в сравниваемых группах, однако, повторные повышения температуры (t ≥ 38ºС) возникали практически в два раза чаще среди больных, у которых определялась колонизация слизистых оболочек грамотрицательными бактериями (54% против 29%). Длительность антибактериальной терапии была достоверно выше в группе больных, слизистая которых была колонизирована грамотрицательными микроорганизмами, 18,0±2,1 против 16,7±1,3 дней (р=0,01).

Таблица 28. Характеристика инфекционных осложнений у реципиентов гемопоэтических 
                     клеток в зависимости от колонизации грамотрицательными бактериями 
                     слизистой желудочно-кишечного тракта.

	Исследуемые параметры
	Характеристика инфекционных осложнений

	
	колонизация

 гр(-) бактериями 

(n=19)
	отсутствие колонизации

гр(-) бактериями
(n=27)

	Частота фебрильных эпизодов:

один фебрильный эпизод

два и более фебрильных эпизода
	13/19 (68%)

6/13 (46%)

7/13 (54%)
	21/27 (78%)

15/21 (71%)

6/21 (29%)

	Отсутствие антибактериальных препаратов
	6/19 (32%)
	6/27 (22%)

	Длительность антибактериальной терапии (дни)
	18,0±2,1
	16,7±1,3*

	Тяжелые инфекционные осложнения (пневмония, сепсис)
	2/19 (10%)
	5/27 (18%)


Анализ инфекционных осложнений в зависимости от выделения со слизистых дрожжевых грибов или их отсутствия не выявил существенных отличий (Таблица 29). Подобное можно объяснить эффективностью антимикотиков, используемых для профилактики грибковой инвазии. Инвазивные микозы не были выявлены ни в одном случае. Эмпирическое назначение амфотерицина В было 3 (15%) больным, у которых определялась колонизация слизистых грибами Candida, и 1 (4%) пациенту - без колонизации. Терапевтического эффекта от назначения амфотерицина В не было получено ни в одном из случаев, и выявлены иные причиной лихорадки. 

Таблица 29.
Частота назначения амфотерицина В реципиентам гемопоэтических клеток.

	Исследуемые параметры
	Число больных
	Число больных, которым был назначен амфо-В

	Выявлена колонизация 

Candida spp.
из них: 

одного локуса

двух и более локусов
	20/46 (43%)

13/20 (65%)

7/20 (35%)
	3/20 (15%)

1/13 (8%)

2/7 (28%)

	Колонизации Candida spp. не выявлено
	26/46 (57%)
	1/26 (4%)


 Таким образом, в группе больных, у которых отмечалась колонизация слизистых грамотрицательными микроорганизмами, было достоверное удлинение периода применения антибактериальных препаратов. В этой же группе пациентов определялась большая частота повторных эпизодов лихорадки (54% против 29%), различия недостоверны. Выделение грамотрицательных бактерий со слизистых оболочек не привело к увеличению регистрации инфекционных осложнений. Подтверждает это и частота неприменения антибиотиков в период критической нейтропении. Так системные антибактериальные препараты не назначались 32% больным, у которых отмечалась колонизация слизистых оболочек грамотрицательными микроорганизмами, и 22% больным - без колонизации. 

Колонизация дрожжевыми грибами слизистых не привела к развитию инвазивных микозов. Объяснением этому может быть как эффективность препаратов, используемых для профилактики, так и небольшое число случаев.

5.6.  Этиология стоматитов у реципиентов гемопоэтических клеток.

Поражение слизистой полости рта было выявлено у всех реципиентов гемопоэтических клеток. Стоматиты I-II степени тяжести были зарегистрированы у 71% больных после аутологичной и у 54% - после аллогенной трансплантации, стоматиты III –IV степени тяжести – у 29% после аутологичной и у 46% - после аллогенной трансплантации. Как представлено в таблице 30 при стоматитах легкой степени тяжести преобладало выделение одного вида микроорганизмов как у реципиентов аутологичных, так и аллогенных гемопоэтических клеток, составив 65% и 47%. При тяжелом течении стоматитов чаще выявлялась смешанная микрофлора, на долю которой пришлось 57% при аутологичной и 69% при аллогенной трансплантации. У пациентов после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток с тяжелым течением стоматитов сочетание грибов Candida spp. с бактериями встречалось чаще, чем при стоматитах I – II степени тяжести (37,5% против 8%). Обнаружение Candida spp. в сочетании с другими микроорганизмами при тяжелом течении стоматитов также было более частым у реципиентов аутотрансплантата, нежели у реципиентов аллотрансплантата (37,5% против 9%).

Таблица 30.
 Характеристика микрофлоры при стоматитах у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Состав микрофлоры
	Частота выявления микроорганизмов в зависимости от степени тяжести стоматитов у 83 реципиентов гемопоэтических клеток:

	
	I – II степень тяжести

(n=53)
	III – IV степень тяжести

(n=30)

	
	Ауто-ТГК
(n=34)
	Алло-ТГК

(n=19) 
	Ауто-ТГК
(n=14)
	Алло-ТГК

(n=16)

	Наличие микроорганизмов
	100%
	100%
	100%
	100%

	Монокультура микроорганизмов
	22/34 (65%)
	9/19 (47%)
	6/14 (43%)
	5/16 (31%)

	Сочетание

микроорганизмов,
из них:

Гр (+) кокки +

Гр (+) кокки

Гр (+) кокки +

Гр (-) палочки

Гр (+) кокки +
Candida spp.

Гр (+) кокки +

Гр (-) палочки +

Candida spp.
	12/34 (35%)

8/12 (67%)

3/12 (25%)

-
1/12 (8%)
	10/19 (53%)

7/10 (70%)

1/10 (10%)

1/10 (10%)

1/10 (10%)
	8/14 (57%)

4/8 (50%)

1/8 (12,5%)
3/8 (37,5%)

-
	11/16 (69%)

8/11 (73%)

2/11 (18%)

-

1/11 (9%)


В таблице 31 представлен спектр микроорганизмов при поражении слизистой полости рта у реципиентов гемопоэтических клеток. Так наиболее часто выявляемыми бактериями как при стоматитах I – II степени тяжести, так и при стоматитах III – IV степени тяжести, независимо от вида трансплантации, были грамположительные кокки, среди которых преобладали стрептококки из группы зеленящих. Выделение грамотрицательных палочек было реже, чем грамположительных кокков: 7% против 88% - как при аутотрансплантации, так и при аллотрансплантации.

Дрожжевые грибы Candida spp. встречались у 4 больных после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток, из них у 3 при тяжелом течении стоматита, которые были представлены в 1 случаев C. albicans, а в двух - Candida non –albicans (1 C. glabrata, 1 С. krusei). При легком течении стоматита в одном случае были выявлены C. glabrata. 

После трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток дрожжевые грибы были определены у 3 больных, в 2 случаях – C. albicans (у одного больного течение стоматита было I-II степени тяжести, у другого – III-IV степени тяжести), в 1 - C. glabrata (при легком течении стоматита).

Таблица 31.
Спектр микроорганизмов при стоматитах у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Микроорганизмы
	Спектр микроорганизмов в зависимости от степени тяжести стоматитов:

	
	Ауто-ТГК
	Алло-ТГК
	I – II степень тяжести 

(n=53)
	III – IV степень тяжести 

(n=30)

	
	
	
	Ауто-ТГК

(n=34)
	Алло-ТГК

(n=19)
	Ауто-ТГК

(n=14)
	Алло-ТГК

(n=16)

	Всего микроорганизмов
	76
	67
	47
	34
	29
	33

	Грамположительные кокки:

Viridans streptococci 

S. pneumonie

S. coagulase-negative

S. aureus

Enterococcus spp.
	67/76(88%)

45/67(67%)

-

11/67(16,5%)
-

11/67(16,5%)
	59/67 (88%)
33/59(56%)

4/59(6%)

10/59(17%)
1/59(2%)

11/59(19%)
	43/47(92%)

30/43(70%)

6/43(14%)
-

7/43(16%)
	31/34(91%)
19/31(61%)

4/31(13%)

3/31(10%)
-

5/31(16%)
	24/29(83%)

15/24(62%)

-

5/24(21%)
-

4/24(17%)
	28/33(85%)

14/28(50%)

-

7/28(25%)
1/28(4%)

6/28(21%)

	Грамотрицательные палочки:

E. coli
Enterobacter spp.

Acinetobacter spp.

S. maltophilia

P.aeruginosa
	5/76(7%)

2/5(40%)
-

1/5(20%)
1/5(20%)
1/5(20%)
	5/67(7%)

-

1/5(20%)

2/5(40%)

1/5(20%)

1/5(20%)
	3/47(6%)

-

1

1

1
	1/34(3%)

-

-

-

1

-
	2/29(7%)

2

-

-

-
	4/33(12%)

-

1

2

1

-

	Дрожжевые грибы:

C. albicans

C. non-albicans:

 C. glabrata

 С. krusei
	4/76(5%)

1

3

2

1
	3/67(5%)

2

1

1

-
	1/47(2%)

-

1

1

-
	2/34(6%)

1

1

1

-
	3/29(10%)

1

2

1

1
	1/33(3%)

1

-

-

-


При стоматитах, наряду с микробиологическими исследованиями, проводили и вирусологические исследования. Для определения в эпителии слизистой оболочки рта непосредственного патогена (герпесвирусной ДНК) использовали метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). Параллельно осуществляли серологическое исследование на наличие  вирусспецифических антител в крови (IgM и IgG) методом иммуноферментного анализа. Для исследования ДНК вирусов семейства герпес предварительно брали соскоб со слизистой оболочки рта, проводили микроскопию его на наличие эпителиальных клеток, при обнаружении эпителиальных клеток направляли материал на вирусологический анализ. Исследования на наличие вирусных маркеров были проведены у 44 пациентов: у 21 - после аутотрансплантации, у 23 - после аллотрансплантации. В таблице 32 представлены данные вирусологических исследований. 

Таблица 32.
Частота выявления ДНК герпесвирусов при стоматитах у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Исследуемые показатели
	Частота выявления ДНК герпесвирусов:

	
	Аутологичная трансплантация
(n=21)
	Аллогенная трансплантация
(n=23)

	ДНК герпесвирусов выявлены 
	8/21 (38%)
	16/23 (70%)

	Выявление ДНК одного герпесвируса
	6/21 (29%)
	7/23 (30%)

	Сочетанное выявление ДНК герпесвирусов, из них

ЦМВ + ВПГ 1,2 типов

ЦМВ + ВЭБ

ВЭБ + ВПГ 1,2 типов

ЦМВ + ВПГ 1,2 типов +ВЭБ
	2/21 (9%)

1/2 (50%)

1/2 (50%)

-

-
	9/23 (40%)

2/9(22%)

3/9 (33,5%)

3/9 (33,5%)

1/9 (11%)

	ДНК герпесвирусов не обнаружена
	13/21 (62%)
	7/23 (30%)



При стоматитах ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта были обнаружены у 8 (38%) больных после аутотрансплантации и у 16 (70%) - после аллотрансплантации (всего у 24 из 44 больных – 55%). ДНК только одного герпесвируса выявлялась одинаково часто как у реципиентов аутологичных, так и аллогенных гемопоэтических клеток. Сочетание ДНК нескольких герпесвирусов наблюдалось чаще после аллотрансплантации, чем после аутотрансплантации (40% против 9%). Следует отметить то, что вирусы семейства герпес (вирусспецифическая ДНК) были выявлены у больных после аутотрансплантации только при стоматитах I – II степени тяжести, в то время как при трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток - в 9 (56%) случаях при стоматитах I – II степени тяжести, а в 7(44%) - III –IV степени тяжести. 

В таблице 33 представлен спектр ДНК герпесвирусов, определяемых в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта реципиентов гемопоэтических клеток. Практически с одинаковой частотой были выявлены ДНК вируса простого герпеса 1,2 типов у реципиентов ауто- и аллотрансплантата, ДНК вируса цитомегалии чаще определялись при аутотрансплантации (40% против 27%), а вирус Эпштейна –Барр – при аллотрансплантации (50% против 30%).

Таблица 33.
Частота выявления ДНК различных герпесвирусов при стоматитах у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Вид герпесвируса
	Частота выявления герпесвирусной ДНК в зависимости от вида трансплантации:

	
	Аутологичная трансплантация

(n=21)
	Аллогенная

 трансплантация 
(n=23)

	Количество выявленных ДНК герпесвирусов
	10
	26

	ЦМВ
	4/10 (40%)
	7/26 (27%)

	ВПГ 1,2 типов
	3/10 (30%)
	6/26 (23%)

	ВЭБ
	3/10 (30%)
	13/26 (50%)



В группе больных, у которых была выявлена ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта (у 8 - при аутотрансплантации и у 16 - при аллотрансплантации), проведено сопоставление по обнаружению ДНК вирусов семейства герпес в крови и вирусспецифических антител. ДНК герпесвирусов в клетках крови определялась существенно реже, чем в эпителии слизистой оболочки рта, и выявлена лишь у одного реципиента аутологичных гемопоэтических клеток (ДНК цитомегаловируса) и у четырех реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток (у 3 - ДНК вируса Эпштейна-Барр, у 1 – ДНК цитомегаловируса). Вирусспецифические антитела определялись чаще.

Таблица 34.
Частота обнаружения маркеров герпесвирусов в крови больных, у которых выявлена ДНК герпесвирусов в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта. 

	Вид герпес-вируса
	Частота выявления ДНК герпесвирусов в клетках крови
	Частота выявления антител 

IgM
	Частота выявления антител 

IgG

	
	Ауто-ТГК
(n=8)
	Алло-ТГК
(n=16)
	Ауто-ТГК
(n=8)
	Алло-ТГК
(n=16)
	Ауто-ТГК
(n=8)
	Алло-ТГК
(n=16)

	ЦМВ
	1/8 (12,5%)
	1/16 (6%)
	1/8 (12,5%)
	4/16 (25%)
	4/8 (50%)
	10/16(62,5%)

	ВПГ 1,2 типов
	-
	-
	-
	-
	8/8 (100%)
	12/16 (75%) 

	ВЭБ
	-
	3/16 (19%)
	-
	-
	7/8 (87,5%)
	11/16 (69%)


Иммуноглобулины класса М в сыворотке крови были обнаружены у 4 (25%) больных при трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток (стоматиты I-II степени тяжести) и у 1 (12,5%) - аутологичных гемопоэтических клеток (стоматит I-II степени тяжести). Выявленные иммуноглобулины класса М относились к вирусу цитомегалии. Однако ни в одном случае не было зарегистрировано генерализованной инфекции, вызванной цитомегаловирусом. Высокий уровень иммуноглобулинов класса G к вирусу простого герпеса 1,2 типов встречался у всех реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток у 12 (75%) из 18 реципиентов аллогенных гемопоэтичеких клеток (Таблица 34).

Аналогичное следует отметить по уровню иммуноглобулина G к вирусу Эпштейна – Барр, который чаще выявлялся при аутотрансплантации, чем при аллотрансплантации (87,5% против 69%). Высокий титр иммуноглобулина G к цитомегаловирусу определялся чаще у реципиентов аллогенных, чем аутологичных гемопоэтических клеток (62,5% против 50%).

Таблица 35.
Частота выявления ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта при стоматитах различной степени тяжести.

	Стоматит
	Выявлена ДНК герпесвирусов
(n=24)
	Не выявлена ДНК герпесвирусов

(n=20)

	I-II степени тяжести
	15/24 (62,5%)
	14/20 (70%)

	III-IV степени тяжести
	9/24 (37,5%)
	6/20 (30%)


Обнаружение ДНК вирусов семейства герпес в эпителии слизистой оболочки рта не отразилось на частоте возникновения стоматитов как I-II степени тяжести, так и III-IV степени тяжести. Стоматиты I-II степени тяжести были выявлены у 70% больных без обнаружения ДНК герпесвирусов и у 62,5% - при определении вирусспецифической ДНК (Таблица 35).

Выделение ДНК вирусов семейства герпес в эпителии слизистой оболочки рта при стоматитах практически никак не отразилось на составе микрофлоры у реципиентов гемопоэтических клеток. В обеих группах отмечено существенное преобладание грамположительных бактерий.  

Таким образом, повреждение слизистой оболочки рта явилось доминирующим осложнением у реципиентов гемопоэтических клеток. При стоматитах I-II степени тяжести преобладала мононкультура, а при стоматитах III-IV степени тяжести –сочетание микроорганизмов. Независимо от тяжести, при стоматитах доминировали грамположительные бактерии (88%). Частота выделения грамотрицательных бактерий и дрожжевых грибов была низкой (7% и 5%, соответственно). ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта была обнаружена у 55% (у 24 из 44) реципиентов. Выделение вирусспецифической ДНК не повлияло на частоту возникновения стоматитов как I-II степени тяжести, так и III-IV степени тяжести. ДНК вирусов семейства герпес в эпителии слизистой оболочки рта определяли чаще, чем в крови (55% против 21%). Состав микрофлоры при стоматитах, независимо от того была ли обнаружена ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта или нет, был одинаковым.

5.7. Этиология некротической энтеропатии у реципиентов гемопоэтических клеток.

           Проведен анализ состава микрофлоры при некротической энтеропатии у реципиентов гемопоэтических клеток.

Таблица 36. Характеристика микрофлоры при некротической энтеропатии у больных 

                     после трансплантации гемопоэтических клеток.

	Спектр микроорганизмов
	Частота выявления микроорганизмов при некротической энтеропатии в зависимости от вида трансплантации гемопоэтических клеток

	
	аутологичная трансплантация 

(n=22)
	аллогенная трансплантация

(n=6)

	Всего микроорганизмов
	19
	9

	Грамположительные кокки:

S. coagulase-negative

Enterococcus spp.
	6/19 (32%)

2
4
	4/9 (44%)

2
2

	Грамотрицательные палочки:

E. coli
Acinetobacter spp.

Proteus spp.

Klebsiella spp.

P. aeruginosa
	6/19 (32%)

3

-

1

1

1
	3/9 (34%)

-

1

1

-

1

	Дрожжевые грибы:

C. albicans

C. non – albicans:

    C. glabrata
   C. kefyr

   С. parapsilosis
	7/19 (36%)

3

4

3
1
-
	2/9 (22%)

1
1

-

-

1

	Токсин А Сlostridium difficile
	0/5
	1/6 (17%)


      Некротическая энтеропатия развилась у 22 (46%) реципиентов аутотрансплантата и у 6 (17%) – аллотрансплантата. Микрофлора кишечника при некротической энтеропатии была исследована у 28 реципиентов гемопоэтических клеток (у 22 – аутологичных и у 6 – аллогенных). Роста микроорганизмов выявлено не было в 3 случаях при аутотрансплантации. У реципиентов аутотрансплантата отмечено преобладание Candida spp. (7 из 19), а аллотрансплантата - грамположительных бактерий (4 из 9). Частота обнаружения грамотрицательных бактерий была практически идентичной. Исследование кала на токсин А Clostridium difficile было проведено у 11 пациентов. Положительный токсин выявлен у одного реципиента аллотрансплантата (Таблица 36).

      Можно отметить, что у реципиентов гемопоэтических клеток некротическая энтеропатия возникала реже, чем стоматиты. Причиной развития некротической энтеропатии были дрожжевые грибы рода Candida.

5.8.  Характеристика инфекционных осложнений в зависимости от степени тяжести повреждения слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта.

Частота возникновения инфекционных осложнений и их проявления были проанализированы в зависимости от степени тяжести стоматита у реципиентов гемопоэтических клеток. Результаты исследования представлены в таблице 37.

Таблица 37. Характеристика инфекционных осложнений в зависимости от степени 
                     тяжести стоматита у реципиентов гемопоэтических клеток.

	Исследуемые параметры
	Характеристика инфекционных осложнений в зависимости от степени тяжести стоматита:

	
	I –II степени

(n= 53)
	III – IV степени

(n=30)

	Частота фебрильных эпизодов:

один фебр. эпизод

два и более фебр. эпизода
	36/53 (68%)*

26/36 (72%)

10/36 (28%)
	29/30 (97%)*

17/29 (59%)

12/29 (41%)

	Отсутствие антибактериальных препаратов
	17/53 (32%)
	1/30 (3%)*



	Длительность антибактериальной терапии, дни
	12,3±1,3
	15,2±1,3*



	Некротическая энтеропатия
	13/53 (25%)
	16/30 (53%)*



	Тяжелые инфекционные осложнения (пневмония, сепсис)
	4/53 (7%)
	10/30 (33%)*




      В группе больных с легким течением стоматита фебрильные эпизоды были достоверно реже, чем в группе пациентов с тяжелым течением стоматита (68% против 97%, р=0,002). Повторное повышение температуры отмечалось также чаще у больных со стоматитами III – IV степени тяжести (у 41% против 28% больных), различия недостоверны. В группе больных с легким течением стоматита в 32% (у 17 из 53 пациентов) случаях отсутствовала фебрильная лихорадка, и антибактериальные препараты не назначались, в то время как при тяжелом течении стоматита только у 1(3%) больного не потребовалось назначения антибиотиков (р=0,002). Некротическая энтеропатия развилась у больных с тяжелым течением стоматита в 53% случаев, а у больных с легким течением стоматита - в 25% случаев, отличия достоверны (р=0,01). Тяжелые инфекционные осложнения (пневмония, сепсис) встречались также чаще в группе больных со стоматитами III – IV степени тяжести, чем у пациентов со стоматитами I – II степени тяжести (33% и 7% соответственно, р=0,002). Антибактериальная терапия была продолжительнее у больных с тяжелым проявлением стоматита и составила 15,2±1,3 дней, в то время как у больных с легким течением стоматита - 12,3±1,3 дней, различия достоверны (р=0,00001).

Таблица 38. Характеристика инфекционных осложнений в зависимости от степени    

                     тяжести некротической энтеропатии.

	Исследуемые параметры


	Характеристика инфекционных осложнений в зависимости от степени тяжести некротической энтеропатии:
	Отсутствие некротической энтеропатии

(n=55)

	
	I –II степени

(n=16)
	III – IV степени 

(n=12)
	

	Частота фебрильных эпизодов

 один фебр. эпизод

два и более фебр. эпизода
	12/16 (75%)

3/12 (25%)

9/12 (75%)
	11/12 (92%)

8/11 (73%)

3/11 (27%)
	44/55 (80%)

35/44 (80%)

9/44 (20%)

	Отсутствие антибактериальной терапии
	4/16 (25%)
	1/12 (8%)
	11/55 (20%)

	Длительность антибактериальной терапии, дни
	10,4±1,3

	12,1±1,8*


	10,0±0,7


	Тяжелые инфекционные осложнения (пневмония, сепсис)
	4/16 (25%)
	2/12 (17%)
	9/55 (16%)


       Проанализирован характер инфекционных осложнений в зависимости от степени тяжести некротической энтеропатии (Таблица 38). Частота возникновения лихорадки (t ≥ 38ºC) была одинаковой в обеих группах больных. Степень тяжести некротической энтеропатии не отразилась на количестве фебрильных эпизодов. Более того, два и более случая лихорадки определялись чаще среди больных с некротической энтеропатией I-II степени тяжести, нежели III-IV (75% против 27%). 

         Тяжесть клинических проявлений некротической энтеропатии повлияла на длительности антибактериальной терапии. Так у больных с III-IV степенью повреждения слизистой оболочки кишечника период применения антибиотиков был наиболее длительным в сравнении с пациентами, имеющими симптомы  I-II степени тяжести некротической энтеропатии (12,1±1,8 против 10,4±1,3 дней, р=0,007) или не имеющими симптомы некротической энтеропатии (12,1±1,8 против 10,0±0,7 дней, р=0,00001). Антибактериальная терапия не проводилась при тяжелом течении некротической энтеропатии лишь одному пациенту, при I –II степени тяжести - четверым.

         Суммируя данные по поверхностным инфекциям, можно еще раз отметить, что определяющая роль в развитии инфекционных осложнений отводится, в первую очередь, тяжести повреждения слизистой оболочки рта. Тяжелое течение некротической энтеропатии отразилось лишь на более длительном периоде применения антибактериальных препаратов. 

         На основании представленных данных можно полагать, что одним из основных локусов, определяющим течение инфекционного процесса, является степень тяжести повреждения слизистой оболочки рта [103]. При тяжелом течении стоматита достоверно чаще были эпизоды лихорадки, продолжительность применения антимикробных препаратов, частота развития некротической энтеропатии и тяжелых инфекционных осложнений.

5.9. Микробиологическое исследование миелотрансплантата.

Нами было проведено микробиологическое исследование 47 миелотрансплантатов. В 28 случаях исследовали гемопоэтические клетки периферической крови, а в 19 - костного мозга. Состояние доноров или больных в день эксфузии костного мозга было удовлетворительным, инфекционных осложнений не было. Сбор гемопоэтических клеток периферических крови у 24 пациентов проводился при нормальной температуре тела, а у 4 - после перенесенной инфекции (в одном случае была септицемия, вызванная Escherichia coli, в другом лихорадка в период нейтропении) на фоне сохраняющейся субфебрильной температуры (37,0 – 37,6ºС) и продолжающейся антибактериальной терапии. 

С целью выявления микробной контаминации миелотрансплантата были исследованы образцы свежезаготовленной костномозговой взвеси и размороженных лейкоконцентратов. Для микробиологического исследования забирали образцы из пластиковых мешков непосредственно перед переливанием гемопоэтических клеток реципиенту. Переливание гемопоэтических клеток во всех случаях выполнялось больным на фоне нормальной температуры тела, за исключением двух пациентов, у которых в день трансплантации отмечалось субфебрильная лихорадка без документированных очагов инфекции. 

При микробиологическом исследовании выявлены микроорганизмы в 7 случаях (в 6 – при исследовании гемопоэтических клеток периферической крови, в 1 – гемопоэтических клеток костного мозга). Спектр микрофлоры был следующим: Staphylococcus coagulase-negative (5), Bacillus spp. (1), Brevundimonas vesicularis (1). 

Все 7 пациентов, у которых выделялись бактерии из миелотрансплантата, были дополнительно обследованы на следующий день после трансплантации. У этих больных был проведен забор крови для микробиологического исследования. Ни в одном случае не было получено роста микроорганизмов, инфекционных осложнений в эти сроки у больных также не было выявлено. 

Инфекционные осложнения в раннем посттрансплантационном периоде у этих пациентов были следующими: у 3 больных по одному эпизоду лихорадки в период нейтропении, у 2 – пневмония на 4 и 17 дни после трансплантации. У двух других реципиентов гемопоэтических клеток инфекции в раннем посттрансплантационном периоде отсутствовали. Больному, у которого пневмония развилась на 4 день после трансплантации и носила характер субтотального поражения легочной ткани, была выполнена фибробронхоскопия. При исследовании бронхоальвеолярной жидкости была установлена смешанная этиология пневмонии: пневмоцистная + вирусная. Микроорганизмы, обнаруженные в трансплантате в день его переливания, в бронхоальвеолярной жидкости отсутствовали.

Таким образом, выявление микроорганизмов из трансплантата  было расценено нами как контаминация, которая могла произойти при заборе образцов  для микробиологического исследования. Данный анализ явился подтверждением микробиологической безопасности метода, используемого для заготовки гемопоэтических клеток. 

Заключение.


 В течение последних двух десятилетий многочисленные исследования убедительно доказали противоопухолевую эффективность трансплантации гемопоэтических клеток при гемобластозах. Ежегодно только в странах Европы выполняется около 23 000 трансплантаций аутологичных и аллогенных гемопоэтических клеток при этих заболеваниях. Среди пациентов с гемобластозами, которым была выполнена трансплантация - 45% составляют больные острыми и хроническими лейкозами, а 55% - больные лимфопролиферативными заболеваниями [72].


Одной из основных причин неудач трансплантации как аутологичных, так и аллогенных гемопоэтических клеток являются инфекционные осложнения, возникающие в различные периоды после трансплантации [2,3,20,25,29,52,114,125].


Целью данного исследования явилось изучение частоты, характера и тяжести инфекционных осложнений в течение первого года после трансплантации гемопоэтичесих клеток у больных острыми лейкозами, хроническим миелолейкозом, лимфогранулематозом, лимфосаркомами, множественной миеломой. Было проанализировано и сопоставлено течение инфекционных осложнений в раннем, промежуточном и позднем периодах после аутологичной и аллогенной трансплантации. Проведена сравнительная характеристика инфекций в зависимости от вида и интенсивности предтрансплантационного кондиционирования, а также наличия таких факторов риска как острая или хроническая РТПХ.

             Кроме того, в работе исследована этиология наблюдавшихся инфекционных осложнений. С этой целью была изучена микрофлора слизистых желудочно-кишечного тракта, влагалища, носа у реципиентов как до начала кондиционирования, так и в течение первого месяца после трансплантации. Был рассмотрен спектр микроорганизмов при стоматитах и некротической энтеропатии, изучены маркеры вирусных инфекций. Особое внимание уделялось микробиологическому исследованию миелотрансплантата на предмет контаминации бактериями и грибами. 


Работа носила клинико-лабораторный характер. Клиническая часть исследования была проведена в отделении химиотерапии гемобластозов и трансплантации  костного мозга ГНЦ РАМН (руководитель отделения - член-корр. РАМН Савченко В.Г.). Микробиологические исследования выполнялись совместно с сотрудниками лаборатории клинической бактериологии, микологии и антибиотической терапии (руководитель лаборатории - к.м.н. Клясова Г.А.). Вирусологические методики осуществлялись сотрудниками лаборатории клинико-вирусологической диагностики гепатитов и СПИД (руководитель лаборатории – д.б.н. Филатов Ф.П.).

В период с декабря 2001 по февраль 2005 гг. было выполнено 83 трансплантации гемопоэтических клеток: при острых лейкозах - 27 трансплантаций, хроническом миелолейкозе - 11, множественной миеломе - 11, лимфосаркоме - 10, лимфогранулематозе - 7, миелодиспластическом синдроме - 6 и при альвеолярной рабдомисоркоме - 2 трансплантации. В 48 случаях была проведена трансплантация аутологичных и в 35 случаях – трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток (от HLA – идентичных и совместимых в смешанной культуре лимфоцитов родных братьев и сестер). В качестве предтрансплантационного кондиционирования при трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток использовались: высокие дозы мелфалана  (у больных ММ), схема ВЕАМ (у больных ЛГМ и ЛС) и высокие дозы циклофосфана и бусульфана (у больных ОЛ). При трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток применялись два режима кондиционирования: миелоаблативный (циклофосфан + бусльфан) и режим пониженной интенсивности (флюдарабин +бусульфан +АТГ).

Изучив течение раннего посттрансплантационного периода, а именно первых 30 дней после трансплантации гемопоэтических клеток удалось отметить, что сроки восстановления гранулоцитов и характер инфекционных осложнений отличались не только в зависимости от вида трансплантации (аутологичной или аллогенной), но и в зависимости от схемы предтрансплантационного кондиционирования. Так, число гранулоцитов превышало 0,5х109 кл/л в среднем через две недели после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток и через три недели после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток. При этом наибольшая продолжительность агранулоцитоза после аутологичной трансплантации (12,7±1,4 дней) наблюдалась в группе больных ОЛ после кондиционирования бусульфаном и циклофосфаном, в то время как у пациентов с ММ и лимфомами после кондиционирования мелфаланом или по схеме ВЕАМ агранулоцитоз продолжался в течение 10,8±0,5 и 11,2±0,6 дней. Длительность агранулоцитоза после аллогенной трансплантации была значительно выше и достигала 23,1±15,8 дней в группе больных с предтрансплантационным  кондиционированием пониженной интенсивности. Наиболее продолжительный период глубочайшей лейкопении (менее 0,2х109кл/л) был отмечен после аутотрансплантации у больных ММ в условиях кондиционирования мелфаланом (5,0±0,3 дней) и после аллотрансплантации у больных лейкозами в условиях миелоаблативного кондиционирования (4,8±2,9 дней).

Одним из наиболее частых инфекционных осложнений в первые 30 дней после трансплантации гемопоэтических клеток в нашем исследовании были фебрильные эпизоды без четко документированного очага инфекции: 83% случаев после аутотрансплантации и 74% после аллотрансплантации. При этом у большинства больных (68-73%) повышение температуры тела до фебрильных цифр наблюдалось однократно, и лишь у некоторых больных фебрильные эпизоды повторялись по 3-5 раз. 

Аналогичные данные были представлены группой исследователей во главе с Busca A. Так, у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток фебрильные эпизоды встречались в 86% случаев, а повторные повышения температуры до фебрильных цифр отмечались в 15% случаев [46]. В публикациях, посвященных трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток, частота возникновения фебрильных эпизодов превышала таковую в нашем исследовании и достигала по данным различных трансплантационных центров 90%, при этом частота повторных фебрильных эпизодов составляла 40% [50,58,147]. 

В качестве положительного факта, свидетельствующего об адекватности проводимых нами профилактических мероприятий, следует отметить, что у 17% больных после аутологичной трансплантации и 26% больных после аллогенной трансплантации весь ранний период протекал без фебрильных эпизодов. Это позволило воздержаться от назначения реципиентам системных антибактериальных препаратов.

Анализируя характеристику фебрильных эпизодов в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования, удалось определить наиболее благоприятное течение раннего посттрансплантационного периода у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток после высокодозной химиотерапии по схеме ВЕАМ и у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток в условиях кондиционирования пониженной интенсивности. Так, 29% больных после кондиционирования по схеме ВЕАМ и 50% больных после немиелоаблативного кондиционирования пережили период агранулоцитоза без каких-либо инфекционных осложнений и без антибактериальной терапии.

Поражение слизистой желудочно-кишечного тракта явилось самым частым осложнением раннего периода после трансплантации гемопоэтических клеток. Так стоматиты встречались у всех реципиентов аутологичного и аллогенного миелотрансплантата. Эзофагиты и гастриты наблюдались у 44% больных после аутотрансплантации и у 34% больных после аллотрансплантации, а частота некротической энтеропатии составила  46% при аутотрансплантации и 17% при аллотрансплантации. 

В опубликованных исследованиях представлены сведения также о высокой частоте мукозитов, в частности, стоматитов у реципиентов гемопоэтических клеток [57,62,103].

MGJ van Kraaij с соавторами, проанализировав частоту поражения слизистой кишечника при аутологичной трансплантации, отмечали, что некротическая энтеропатия была диагностирована у 47% реципиентов. В отношении частоты поражения слизистой кишечника у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток в литературе имеются весьма противоречивые данные. Так, различные трансплантационные центры сообщают о том, что некротическая энтеропатия может осложнять течение раннего периода у 13% - 79% больных [47,108]. 

Изучив течение стоматитов и некротической энтеропатии у наших пациентов в зависимости от вида трансплантации и  интенсивности предтрансплантационного кондиционирования, удалось отметить следующее. После трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток клиническое течение стоматитов было более тяжелым, чем после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток. Так, у реципиентов аллогенного трансплантата в 40-48% случаев тяжесть стоматита достигала III-IV степени, а продолжительность этого осложнения составляла 12,2 – 13,6 дней. При этом худшие характеристики стоматита наблюдались в группе больных с миелоаблативным режимом кондиционирования.

После трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток тяжелое течение стоматитов наблюдалось реже (у 23-26% больных) и продолжительность этого осложнения была меньше (9,0 – 12,1 дней). Наиболее благополучными оказались группы больных с предтрансплантационным кондиционированием мелфаланом и по схеме ВЕАМ. 

Характеристика течения некротической энтеропатии после аллогенной и аутологичной трансплантации оказалась прямо противоположной характеристике течения стоматитов. Так, у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток некротическая энтеропатия наблюдалась в 16-20% случаев, при этом ни в одном случае течение осложнения не было тяжелым.

У реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток, схемы предтрансплантационного кондиционирования которых содержали мелфалан, частота некротической энтеропатии достигала 47-55%, при этом у половины из указанных больных тяжесть этого осложнения соответствовала III-IV степени. Длительность осложнения в среднем превышала 9 дней.

Сопоставив выявленные различия, с наибольшей долей вероятности можно предположить, что на клиническое течение стоматитов в большей степени оказывают влияние продолжительность и глубина агранулоцитоза, а на клиническое течение энтеропатии – токсическое воздействие химиотерапевтических препаратов, включенных в схему предтрансплантационного кондиционирования (в частности, мелфалана).

Тяжелые инфекционные осложнения присоединялись практически одинаково часто после аутологичной и аллогенной трансплантации. Так, после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток пневмония была диагностирована у 7 (15%) реципиентов. Наличие инвазивной кандидозной инфекции было заподозрено в одном случае: при субтотальной двусторонней пневмонии исследование бронхоальвеолярной жидкости выявило культуру Candida krusei. Биопсия легочной ткани для подтверждения грибковой природы не проводилась, однако положительный ответ был получен после назначения липосомального амфотерицина В.

Бактериальный сепсис оказался весьма редким (2%) осложнением, лишь у 1 из 48 больных на высоте лихорадки удалось обнаружить в крови коагулазо-негативный стафилококк.

В раннем периоде после аллотрансплантации пневмония была диагностирована у 17% больных. Оказалось, что это осложнение чаще встречалось у пациентов, которым проводилось предтрансплантационное кондиционирование в режиме пониженной интенсивности, чем при миелоаблативном режиме (30% против 12%), и в большинстве случаев протекало с тяжелой дыхательной недостаточностью.

Представленная структура инфекционных осложнений раннего посттрансплантационного периода по некоторым параметрам сопоставима, а по другим – отличается от таковой в опубликованных ранее исследованиях. Многие трансплантационные центры обращали внимание на высокую частоту бактериологически подтвержденных случаев бактериемии. Так, в исследованиях Kolbe K. и Reich G. бактериемия оказалась доминирующим инфекционным осложнением раннего посттрансплантацонного периода и была диагностирована у 34 – 42% больных с фебрильной нейтропенией, что составляло 21 - 39% от общего числа больных, перенесших аутотрансплантацию. При этом наиболее часто выявляемым патогеном был коагулазонегативный стафилококк, а в качестве основной причины этого осложнения рассматривалось инфицирование центрального венозного катетера. Тяжелая пневмония отмечалась в этих исследованиях реже септицемии и диагностировалась не более, чем у 5 - 6% больных с фебрильной лихорадкой [89,123].

Низкий процент документированной бактериемии в нашем исследовании не может быть однозначно обусловлен погрешностями в выполнении посевов крови для бактериологического исследования. Косвенным, но весьма убедительным фактом, подтверждающим отсутствие тяжелой септической инфекции у большинства наших больных, являлся быстрый ответ на антибиотикотерапию I линии. Лишь в 8% случаев фебрильной лихорадки неясной этиологии потребовалось назначение III линии антибиотических препаратов, в то время как 57% больным с клинически подтвержденными инфекциями требовалась неоднократная коррекция антибактериальной терапии.

В качестве одной из причин весьма редкого выявления микроорганизмов из крови во время фебрильной лихорадки может рассматриваться небактериальная природа имеющей место инфекции. В таких случаях стандартно используемые культуральные методы исследования оказываются неинформативными. Подтверждением этого являются результаты исследования бронхоальвеолярной жидкости при пневмони у двух реципиентов аутотрансплантата и у трех реципиентов аллотрансплантата, когда были обнаружены грамположительные бактерии, пневмоцисты, герпесвирусы, дрожжевые грибы. Нельзя исключить, что высокая частота пневмоний в нашем исследовании (у 16% из всей группы больных, перенесших трансплантацию гемопоэтических клеток, или у 20% больных с фебрильной лихорадкой) обусловлена присутствием широкого спектра возбудителей, в том числе вирусов.

Ни один из больных не умер в ранние сроки после аутологичной и аллогенной трансплантации.

Течение промежуточного периода после трансплантации, включающего в себя сроки с 31 по 100 дни, отличалось у больных с аутологичной и аллогенной трансплантацией. Все реципиенты аутотрансплантата были выписаны и находились под амбулаторным наблюдением, в то время как у 11 из 35 (31%) реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток в эти сроки была диагностирована РТПХ, потребовавшая назначения дополнительной иммуносупрессивной терапии.

После трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток у больных ОЛ, ЛГМ и ЛС в исследуемый период времени практически отсутствовали инфекционные осложнения. В то же время в группе больных ММ частота инфекций составила 40%. Наиболее частыми оказались осложнения вирусной этиологии: герпетическое поражение кожи (20%) и инфекции верхних дыхательных путей (15%). Пневмония была диагностирована в одном случае (5%).

Ведущими осложнениями промежуточного периода после аллогенной трансплантации в нашем исследовании оказались мукозиты (11%) и циститы (17%). При этом поражение слизистой мочевого пузыря наблюдалось исключительно у больных, которым было проведено предтрансплантационное кондиционирование в классическом режиме, содержавшее высокие дозы циклофосфана. Кроме того, наиболее часто (27% случаев) циститы присоединялись на фоне развернутой картины РТПХ.

А Russell SJ. с соавторами в своем исследовании представили аналогичные результаты: циститы возникали преимущественно после высокодозного кондиционирования циклофосфаном (в 43% случаев), и у пациентов с тяжелым течением РТПХ (в 40% случаев) [126].

Мукозиты (стоматит, эзофагит, гастрит) после аллогеной трансплантации наблюдались лишь у пациентов с РТПХ, независимо от вида предтрансплантационной подготовки. При этом частота стоматитов была весьма высокой и достигала 36%.

Такое тяжелое инфекционное осложнение как пневмония в нашем исследовании не было частым, оно диагностировано всего в 6% случаев. В литературе встречаются данные о значительно более высокой частоте пневмонии у реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток в эти сроки. Так, по данным R De Bock и соавторов пневмония развивалась у 40% больных в промежуточном периоде после аллотрансплантации [58].

 Следует отметить, что в исследуемые сроки у наших пациентов регистрировалась вирусная инфекция. Наряду с локальной формой была диагностирована генерализованная вирусная инфекция, протекавшая с поражением желудочно-кишечного тракта и костного мозга.

 В результате проведенного анализа нам удалось отметить, что число инфекционных осложнений, возникших в промежуточном периоде после аллотрансплантации, выполненной в миелоаблативном режиме, а также их продолжительность несколько превышали таковые после трансплантации, выполненной в режиме пониженной интенсивности. Кроме того, в большинстве случаев инфекции присоединялись на фоне развернутой клинической картины РТПХ.

Ни один больной в промежуточном периоде после трансплантации гемопоэтических клеток не умер от инфекционных осложнений.

В позднем периоде после трансплантации гемопоэтических клеток, включавшем сроки со 101 по 365 дни, инфекционные осложнения продолжали выявляться. После аутотрансплантации наиболее частыми осложнениями оказались вирусные инфекции. Так, частота инфекции верхних дыхательных путей составила 12%, герпетического поражения кожи – 7%, в 2% случаев наблюдались такие вирусные заболевания, как корь. Пневмония и сепсис были диагностированы у 2 больных (9%), при этом в одном случае наряду с бактериальными возбудителями пневмонии были выявлены и вирусы. Следует отметить, что наибольшее количество инфекций в эти сроки, так же как и в предыдущие месяцы, наблюдалось у больных множественной миеломой.

Ни один из наблюдавшихся нами больных не умер от инфекционных осложнений в течение первого года после аутологичной трансплантации гемопоэтических клеток.

Высокую частоту вирусных инфекций в поздние сроки после аутотрансплантации отмечали в своих исследованиях и американские ученые. Так, Barton T. с соавторами опубликовали следующие результаты: вирусные инфекции верхних дыхательных путей были диагностированы у 10% больных, герпетическое поражение кожи - у 8% больных раком молочной железы в течение первого года после трансплантации аутологичных гемопоэтических клеток [37].
В поздние сроки после аллогенной трансплантации, по сравнению с предыдущими месяцами, количество инфекционных осложнений возросло. При этом увеличилась частота тяжелых генерализованных осложнений (пневмония, сепсис – 18%) и локальных вирусных инфекций (поражение кожи, коньюктивит, инфекции верхних дыхательных путей – 51%). Этиология пневмоний, как правило, была смешанной: в 3 из 4 случаев пневмонии исследования бронхоальвеолярной жидкости и сыворотки крови выявляли присутствие бактериальной флоры, а также вирусов и грибов. Представленные результаты позволили говорить о доказанной инвазивной грибковой инфекции.

Поражение слизистой желудочно-кишечного тракта (стоматит, эзофагит, гастрит, псевдомембранозный колит) наблюдалось в исследуемые сроки практически у каждого третьего пациента, перенесшего трансплантацию аллогенных гемопоэтических клеток. 

О высокой частоте инфекций в отдаленный период после аллогенной трансплантации свидетельствуют многочисленные исследования из других трансплантационных центров. Так, Jimenes-Jambrina M. с соавторами проанализировали заболеваемость пневмонией  среди 80 реципиентов и показали, что в первые шесть месяцев после аллогенной трансплантации частота этого осложнения составила 29%. Авторы отметили, что наиболее частыми возбудителями пневмонии в этой группе больных были грамотрицательные бактерии, грибы рода Aspergillus и вирус цитомегалии, а летальность в группе пациентов, у которых была диагностирована пневмония, достигала 60% [85,86].
Novizky N., Rouskova A. представили сведения о том, что герпетическое поражение кожи встречалось у 37 (35%) из 106 реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток [114]. А Machado CM. соавторами сообщили, что разнообразные вирусные инфекции верхних дыхательных путей наблюдались у 179 (45%) из 392 реципиентов гемопоэтических клеток [98]. Coskuncan NM. С соавторами отмечали, что поражение глаз, вызванное вирусом простого герпеса 1,2 типов и цитомегаловирусом, встречалось во втором полугодии после аллогенной трансплантации в 2% случаях [55].

Сопоставив общее число и спектр инфекционных осложнений после аллогенной трансплантации в зависимости от вида предтрансплантационного кондиционирования и наличия РТПХ, нам удалось отметить следующее. В группе больных с миелоаблативным режимом кондиционирования среднее число инфекций у одного больного было достоверно выше, а продолжительность этих осложнений была достоверно больше, чем в группе больных с кондиционированием пониженной интенсивности. Кроме того, о крайне неблагоприятной роли РТПХ в отношении инфекционных осложнений свидетельствовало достоверное четырехкратное увеличение среднего числа инфекций у одного больного, страдающего РТПХ, а также повышение продолжительности каждого эпизода инфекции. Более того, наличие хронической РТПХ значительно повышало риск присоединения инфекционных осложнений в отдаленный период после аллотрансплантации. Так, в группе больных без РТПХ у 73% пациентов инфекции полностью отсутствовали, в то время  как в группе больных с развернутой клинической картиной РТПХ лишь у 18% пациентов не было инфекционных осложнений.

Летальность в течение первого года после трансплантации аллогенных гемопоэтических клеток была низкой и составила 6% (2 из 35 больных). Причиной смерти в одном случае послужил инвазивный аспергиллез легких, а в другом случае – двусторонняя нижнедолевая плевропневмония смешанной этиологии (бактериальная + вирусная + грибковая). Следует отметить, что оба случая тяжелой пневмонии, закончившейся летально, присоединялись на фоне генерализованной хронической РТПХ.  

В ранние сроки после трансплантации гемопоэтических клеток в условиях глубокой нейтропении и иммунодепрессии доминирующее значение приобретает эндогенный путь инфицирования реципиента. Поврежденная слизистая желудочно-кишечного тракта может являться входными воротами системной инфекции. Кроме того, сохраняется риск реактивации инфекции, перенесенной пациентом на предыдущих этапах лечения, такие осложнения обусловлены преимущественно вирусами.

Поскольку наиболее частым инфекционным осложнением раннего периода после трансплантации в нашем исследовании были стоматиты и некротическая энтеропатия, нами был подробно изучен состав микрофлоры слизистой желудочно-кишечного тракта. В целях поиска дополнительных локусов, колонизированных проблемными микроорганизмами, исследовалась микрофлора слизистой носа и влагалища. Вирусологическое исследование эпителиальных клеток слизистой рта позволило более четко определить значение вирусных поражений при стоматитах.

Мониторинг микрофлоры слизистой оболочки зева выявил преимущественное наличие монокультуры микроорганизмов у большинства обследованных пациентов. Мононкультура была представлена грамположительными бактериями, которые в течение двух недель после трансплантации составляли от 70% до 96,5% выявлявшихся микроорганизмов. Частота выявления грамотрицательных палочек и дрожжевых грибов до трансплантации была невысокой, а после трансплантации прослеживалось не только снижение количества грамотрицательных бактерий, но и полное исчезновение дрожжевых грибов у реципиентов аллогенного трансплантата. 

При исследовании микрофлоры слизистой оболочки кишечника до начала кондиционирования было обнаружено, что смешанная микрофлора, представленная преимущественно грамотрицательными бактериями, присутствовала у 41 – 73% больных. Однако, после трансплантации смешанная микрофлора выявлялась уже реже, и у 45 – 73% больных в кишечнике преобладала монокультура. Дрожжевые грибы, составлявшие до начала кондиционирования от 6% до 17% от общего числа микроорганизмов кишечника, в первые дни после аллогенной трансплантации исчезали полностью, в то время как у реципиентов аутоторансплантата выявлялись в несколько большем количестве (19%).

Анализируя результаты проведенного мониторинга можно придти к заключению, что снижение содержания грамотрицательных бактерий на слизистой зева и кишечника в период нейтропении свидетельствует об эффективности проводившейся у наших пациентов деконтаминации желудочно-кишечного тракта с использованием ципрофлоксацина. Столь же яркого эффекта противогрибковой профилактики у реципиентов аутологичных гемопоэтических клеток в отличие от реципиентов аллогенных гемопоэтических клеток обнаружить не удалось. Тем не менее, отсутствие инвазивных кандидозов после трансплантации у наших пациентов свидетельствует как о невысокой частоте колонизации слизистых дрожжевыми грибами, так и эффективной профилактике диссеминированного кандидоза при использовании флуконазола.
В ходе исследования микрофлоры слизистой носа была отмечена низкая частота (9%) колонизации Staphylococcus aureus и отсутствие мицелиальных грибов. При исследовании микрофлоры слизистой влагалища также выявлялась низкая частота колонизации грамотрицательными бактериями и дрожжевыми грибами. 

Анализ частоты и характеристики инфекционных осложнений в зависимости от наличия колонизации слизистых «проблемными» микроорганизмами (грамотрицательными бактериями и дрожжевыми грибами) не выявил существенного отрицательного влияния колонизации на течение раннего посттрансплантационного периода. Не наблюдалось увеличения числа генерализованных инфекционных осложнений в период критической нейтропении. Единственным достоверным отличием оказалось более длительное применение антимикробной терапии в группе больных, у которых выявлялась колонизация слизистых грамотрицательными бактериями (18,0±2,1 против 16,7±1,3 дней), а также несколько чаще наблюдались многократные фебрильные эпизоды (54% против 29%).

С целью изучения этиологии стоматита у реципиентов гемопоэтических клеток нами был сопоставлен состав микрофлоры слизистой рта в зависимости от степени тяжести поражения слизистой. В результате проведенного исследования было обнаружено, что при стоматитах I-II степени тяжести преобладала монокультура, а при стоматитах III-IV степени тяжести – смешанная микрофлора, однако в любом случае доминировали грамположительные бактерии (83-92%). Тем не менее, обращено внимание, что при тяжелом течении стоматита после аутотрансплантации возрастало количество дрожжевых грибов (10%), а после аллогенной трансплантации – возрастало количество грамотрицательных палочек (12%).

 При вирусологическом исследовании в эпителиальных клетках слизистой оболочки рта у 55% реципиентов была выявлена ДНК вирусов семейства герпес. При этом после аллогенной трансплантации ДНК герпесвирусов выявлялась у большего числа больных, чем после аутологичной (70% против 38% больных), и чаще обнаруживалось сочетание двух – трех герпесвирусов (40% против 9%). Кроме того, после аутотрансплантации в эпителии слизистой полости рта чаще присутствовала ДНК ЦМВ (40%), а после аллогенной трансплантации - ДНК ВЭБ (50%). Однако выявление ДНК вирусов семейства герпес в эпителиальных клетках слизистой рта не сопровождалось более тяжелым течением стоматитов. И состав микрофлоры при стоматитах независимо от обнаружения ДНК герпесвирусов в эпителии слизистой оболочки рта был одинаковым.

Анализируя состав микрофлоры кишечника у больных на фоне некротической энтеропатии, было обращено внимание на значительное увеличение содержания дрожжевых грибов у реципиентов аутологичного трансплантата (36%). Причем количество дрожжевых грибов во время некротической энтеропатии превышало не только исходные показатели (6% до кондиционирования), но и средние показатели для всей группы больных в ближайшие дни после трансплантации (19%). Токсин А Cl. dificille был выявлен у 1 из 11 больных (9%). Таким образом, среди этиологических факторов некротической энтеропатии могут быть выделены дрожжевые грибы рода Candida.

Далее нами было подробно изучено течение раннего пострансплантационного периода в зависимости от тяжести клинических проявлений поражения слизистой оболочки рта и кишечника. При соспоставлении некоторых параметров, характеризующих инфекционные осложнения у больных со стоматитом I-II степени тяжести и III-IV степени тяжести, было отмечено, что тяжелое течение стоматитов сопровождалось достоверно более тяжелым инфекционным статусом реципиента. Так, в группе больных со стоматитом III-IV степени тяжести чаще отмечались фебрильные эпизоды (97% против 68%), некротическая энтеропатия  (53% против 25%), а также такие генерализованные инфекции, как пневмония и сепсис (33% против 7%), чем в группе больных со стоматитом I-II степени тяжести. У реципиентов с тяжелым течением стоматита антибактериальная терапия применялась более длительное время (15,2±1,3 против 12,3±1,3 дней).

При сопоставлении аналогичных параметров у больных с некротической энтеропатией I-II степени тяжести и III-IV степени тяжести столь же ярких различий выявить не удалось. Так, тяжелое течение некротической энтеропатии не сопровождалось увеличением частоты фебрильных эпизодов и тяжелых генерализованных инфекций. Единственным неблагоприятным признаком, наблюдавшимся у пациентов с некротической энтеропатией III-IV степени тяжести, оказалось более продолжительное применение антибактериальных средств.

Суммируя результаты проведенного анализа, можно заключить, что степень выраженности стоматита оказывает существенное влияние на течение инфекционных осложнений в раннем посттрансплантационном периоде. Возможно, именно эта форма поверхностной инфекции играет определяющую роль в развитии инфекционного статуса реципиента на фоне нейтропении.

Для того, чтобы определить, какова вероятность экзогенного инфицирования реципиента в момент переливания ему гемопоэтических клеток, нами было проведено микробиологическое исследование 47 миелотрансплантатов на предмет микробной контаминации, в 28 случаях исследовали гемопоэтические клетки периферической крови, а в 19 – костного мозга.

 В немногочисленных публикациях в предыдущие годы указывалось на возможность контаминации гемопоэтических клеток микроорганизмами. Так, Schwella N. с соавторами при исследовании 290 аутологичных миелотрансплантатов обнаружили в 4,5% из них присутствие микробной флоры. Наиболее частым патогеном, выявленным при микробиологическом исследовании, был Staphylococcus coagulase-negative. Однако, авторы сообщали, что переливание контаминированного миелотрансплантата не сопровождалось увеличением частоты инфекционных осложнений у реципиентов в раннем посттрансплантационном периоде [133].

Аналогичные результаты были получены нами. В нашем исследовании в 7 образцах гемопоэтических клеток, взятых из пластиковых мешков непосредственно перед переливанием трансплантата больному, были выявлены следующие микроорганизмы: Staphylococcus coagulase-negative (5), Bacillus spp. (1), Brevundimonas vesicularis (1). Однако при всех последующих бактериологических обследованиях этих пациентов в течение всего раннего посттрансплантационного периода ни в одном случае не было получено роста указанных микроорганизмов. Кроме того, период нейтропении после трансплантации у этих больных не отличался более тяжелым течением инфекционных осложнений. Выявление микроорганизмов из трансплантата было расценено нами как контаминация, которая могла произойти при взятии образцов для микробиологического исследования. Данный анализ явился подтверждением микробиологической безопасности метода, используемого для заготовки гемопоэтических клеток. 


Итак, инфекционные осложнения у реципиентов аутологичных и аллогенных гемопоэтических клеток являются одной из самых серьезных проблем в течение первого года после трансплантации. Этиология инфекций у иммунокомпрометированных больных весьма разнообразна, при этом отмечается снижение частоты бактериальных инфекций и увеличение доли осложнений, вызванных вирусами, грибами, пневмоцистами и другими редко встречаемыми патогенами, для лечения которых необходима прецизионная терапия. В этой связи крайне важным становится активное проведение диагностических мероприятий, нарправленных как на поиск очага инфекции, так и на идентификацию патогена. Своевременно начатая прецизионная терапия позволит не только успешно излечить инфекцию, но и снизить стоимость всей процедуры трансплантации, поскольку препараты, используемые для лечения инфекционных осложнений, составляют дорогостоящую часть терапии, предпринимаемой после трансплантации. 

Выводы.

1. В раннем посттрансплантационном периоде фебрильные эпизоды отмечались у 83% больных после аутотранплантации и 74% - после аллотрансплантации, пневмонии у 15% и 17% больных, соответственно. 29% реципиентов аутотрансплантата после кондиционирования по схеме ВЕАМ и 50% реципиентов аллотрансплантата после немиелоабалативного кондиционирования пережили период нейтропении без инфекций и без антибактериальной терапии.
2. Тяжелое течение стоматитов сопровождалось достоверно более тяжелым инфекционным статусом реципиента: чаще отмечались фебрильные эпизоды (97% против 68%), некротическая энтеропатия (53% против 25%), пневмония (33% против 7%), чем в группе больных со стоматитом I–II степени тяжести. Тяжелое течение некротической энтеропатии не сопровождалось увеличением частоты инфекционных осложнений. 

3. В эпителиальных клетках слизистой рта при стоматитах у 70% реципиентов аллотрансплантата и у 38% реципиентов аутотрансплантата выявлена ДНК герпесвирусов. Присутствие ДНК герпесвирусов в эпителиальных клетках не сопровождалось более тяжелым течением стоматита и не влияло на состав микрофлоры.

4. Некротическая энтеропатитя диагностирована у 55% реципиентов аутотрансплантата с кондиционированием, включавшем мелфалан, в половине случаев – III-IV степени тяжести. После аллогенной трансплантации частота некротической энтеропатии составила 16-20%, псевдомембранозного колита - 9%, во всех случаях – I-II степени тяжести.

5. В промежуточном и позднем периоде после аутологичной трансплантации частота инфекционных осложнений равнялась 19% и 30% (соответственно). Преобладали вирусные инфекции преимущественно у больных множественной миеломой. Летальных осложнений не было.

6. После аллогенной трансплантации инфекционные осложнения присоединялись на фоне РТПХ: в промежуточном периоде преобладали мукозиты (36%) и циститы (27%), в отдаленные сроки возрастала частота тяжелых генерализованных инфекций (пневмония, сепсис – 18%) и локальных вирусных (51%). Летальность, обусловленная инвазивной грибковой инфекцией, составила 6%.
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