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С использованием тест-системы «ИФА-IgG- денге» были обследованы 106 сывороток крови 101 больного лихорадкой денге (ЛД). Из них на основании положительной пробы жгута16 пациентам установлен диагноз геморрагическая лихорадка денге (ГЛД).
Тромбоцитопения  наблюдалась у 30 (35,3%) пациентов с классической формой ЛД и 9 (56,3%) пациентов с ГЛД. Однако разницы между уровнями тромбоцитов среди сывороток крови больных ЛД и ГЛД не выявлено.  Обнаружение IgG антител на ранней стадии заболевания в сыворотках как больных ГЛД, так и ЛД не подтверждает гипотезу о связи развития геморрагического синдрома с ранее перенесенной флавивирусной инфекцией. Мы не выявили связи между наличием тромбоцитопении у больных лихорадкой денге, ранних IgG к вирусу денге и положительным результатом пробы жгута.
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106 blood sera from 101 patients with dengue fever were examined by «ELISA- IgG- dengue» kits. Among these patients, 16 patients were diagnosed with hemorrhagic dengue fever (DHF) on the basis of a positive tourniquet test. Thrombocytopenia was observed in 30 (35.3%) patients with DF and 9 (56.3%) patients with DHF. However, there were no differences between platelet levels in the sera of patients with DF and DHF. Detection of IgG antibodies at the early stage of the disease in the sera of both DHF patients and DF does not support the hypothesis of a connection between the development of hemorrhagic syndrome and the previously transferred flavivirus infection. We have no found a link between the presence of thrombocytopenia in patients with dengue fever, early anti-dengue IgG and a positive tourniquet test.
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Введение
Лихорадка денге (ЛД)  является  арбовирусной инфекцией, распространенной в тропических и субтропических районах во всем мире [1,2,3].  В 2009 году ВОЗ была предложена классификация лихорадки денге по клиническому течению:  классическая лихорадка денге (ЛД) и 4 степени геморрагической лихорадки денге (ГЛД), где 3 и 4 степень ГЛД  - это шоковый синдром (ШСД)  [4].  ГЛД является одной из ведущих причин  смерти, чаще всего среди детей  [7]. Этиологически лихорадка денге связана с четырьмя типами вируса денге, вызывающих клинически неразличимую инфекцию, а антитела против одного типа вируса денге не защищают от заражения другим  [4,8].

В последние годы наблюдается тенденция увеличения числа завозных случаев денге в Россию [4]. В этой связи  возникает необходимость в раннем обнаружении признаков ГЛД среди больных классической денге с целью своевременной помощи и предотвращения развития ШСД.

 ГЛД, по мнению многих авторов, связана с перенесенной ранее флавивирусной инфекцией, в основном с одним из четырех типов денге,  и характеризуется увеличением проницаемости сосудов,  что приводит к утечке плазмы, тромбоцитопении, кровотечению и развитию шока [6,7,9].  В рекомендациях ВОЗ в качестве диагностического критерия ГЛД указывается, наряду с симптоматикой классической ЛД, тромбоцитопения и положительная проба жгута, а также  резкое увеличение количества специфических IgG антител с первых дней болезни (в то время как при классической ЛД эти антитела появляются лишь в конце 1 недели болезни) [4].  Цель работы  заключалась в оценке этих критериев для диагностики ГЛД у пациентов с  диагнозом лихорадка денге. 

Материал и методы исследования.
106 сывороток крови от 101 больного, госпитализированных после возвращения в Россию из эндемичных по ЛД стран были получены из Инфекционной клинической больницы №1, г. Москва. 
Метод ИФА-IgG. Определение специфических IgG антител к вирусам денге, ЗН, КЭ проводили методом  ИФА-IgG [4] в 96-луночных полистироловых планшетах с сорбированными поликлональными мышиными противовирусными антителами. Остальные реагенты вносили в следующей последовательности: специфичный вирусный  антиген (смесь из четырех типов вируса денге), обследуемые сыворотки  и мышиные антитела против иммуноглобулинов IgG человека, меченные пероксидазой хрена.
Результаты
Были обследованы 106 сывороток крови 101 больного с диагнозом ЛД. 16 пациентам на основании положительной пробы жгута был поставлен диагноз  ГЛД. Тромбоцитопения (количество тромбоцитов в крови менее 100 х 109/л) наблюдалась у 30 из 85 пациентов с классической ЛД (35%)  и у 9 из 16 с ГЛД (56%) (табл. 1). У четырех из них (№ 2013, 2094, 2137) наблюдались так же другие геморрагические проявления в виде носовых кровотечений, петехиальной сыпи. 
Таблица 1.

Тромбоцитопения у пациентов с ГЛД ( n= 9)  и ЛД (n=30)
	№ сыворотки
	Больные геморрагической лихорадкой денге


	
	Дни болезни

	
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	Количество тромбоцитов (х 109/л)

	2013
	
	
	
	
	
	
	81
	
	
	
	

	2094
	
	
	
	
	
	
	
	
	83
	
	

	2114
	
	43
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2026
	95
	
	11
	
	80
	73
	213
	
	
	
	

	2137
	
	
	
	
	
	53
	
	
	
	
	

	2023
	
	
	
	
	58
	
	
	
	
	
	

	1198
	
	
	
	
	60
	72
	84
	118
	
	
	223

	2145
	
	
	
	78
	
	
	
	
	
	
	

	2157
	
	
	
	
	52
	
	92
	
	
	
	288

	
	Больные классической лихорадкой денге

	1190
	
	
	54
	
	18
	73
	
	
	
	
	

	1191
	
	99
	
	82
	
	
	
	
	
	
	

	1199
	
	
	
	61
	60
	215
	149
	
	
	
	

	2000
	
	
	
	79
	
	
	
	
	
	
	

	2003
	
	
	74
	
	
	
	
	
	
	
	

	2009
	
	
	99
	85
	66
	
	110
	
	
	
	

	2014
	
	
	
	
	51
	
	
	
	
	
	

	2019
	
	82
	
	
	59
	
	
	
	
	
	241

	2021
	
	
	
	
	58
	
	
	
	
	
	

	2037
	
	
	
	
	
	85
	
	
	
	
	

	2039
	
	
	
	
	
	
	75
	
	
	
	

	2041
	
	
	
	
	
	90
	
	
	
	
	

	2045
	
	
	
	74
	
	
	
	
	
	
	

	2049
	
	
	
	89
	73
	
	
	
	
	
	

	2051
	
	
	
	75
	
	
	
	
	
	
	

	2055
	170
	
	121
	73
	59
	61
	
	
	
	
	

	2082
	83
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2091
	
	
	
	77
	
	
	
	
	
	
	

	2099
	
	
	
	84
	
	
	
	
	
	
	

	2100
	
	
	
	
	
	
	
	70
	
	
	

	2101
	
	
	
	
	
	95
	
	
	
	
	

	2105
	
	
	
	
	
	72
	
	
	
	
	

	2115
	
	
	
	
	
	
	54
	
	
	
	

	2116
	
	
	
	
	
	
	97
	
	
	
	

	2127
	
	
	
	79
	90
	87
	121
	117
	
	
	

	2130
	
	
	
	82
	65
	81
	
	69
	123
	
	

	2146
	
	
	
	
	92
	
	
	
	
	
	

	2148
	
	
	
	62
	
	
	63
	
	
	
	

	2150
	
	
	
	
	97
	
	
	
	
	
	

	2156
	132
	
	
	
	60
	48
	78
	
	
	
	


Анализируя количество тромбоцитов у больных ЛД и ГЛД в разные дни болезни, выявилось, что наиболее низкие уровни наблюдались у  больных на 4-7 дни болезни. Особенно это ярко демонстрируется на примере сывороток, в которых уровень тромбоцитов отслеживался на протяжении нескольких дней (табл. 1, рис. 1)
Рисунок 1.
Количество тромбоцитов в крови больных ЛД и ГЛД в разные дни болезни 
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Среди сывороток крови больных ЛД и ГЛД разницы между уровнями тромбоцитов  не выявлено. Количество тромбоцитов среди пациентов с классической ЛД составляло в среднем 71 х 109/л, а у больных ГЛД - 65 х 109/л.

По данным ВОЗ динамика антител при ГЛД отличается от таковой при классической ЛД ранним образованием специфических IgG в крови больных [4].  В результате обследования сывороток в «ИФА-IgG-денге» ранние специфические IgG были обнаружены  в 5 (из 16-ти) сыворотках крови больных  ГЛД. В двух пробах (№№ 2095, 2145), взятых на 5 день заболевания, обнаружены IgG  в низком титре, в остальных трёх (№№ 1185, 2137, 2094), взятых в более поздние сроки развития болезни, были обнаружения IgG  в более высоком титре.  Это соответствует картине антителообразования, характерной для классической денге. Среди сывороток от пациентов с классической ЛД ранние  IgG были обнаружены у 11 пациентов. В 3 сыворотках (№№ 1188, 1199, 2099) обнаружены IgG  в высоком титре, что характерно для повторной инфекции денге (связанной с другим типом вируса денге). Две сыворотки из них взяты на пятый день болезни, одна - на третий (табл. 2). 

В целом,  в 14 пробах, взятых с 3 до 10 дня болезни, обнаружены специфические IgG в высоком титре (1:800-1:102400). Из них только у трёх  пациентов (№№ 1185, 2137, 2094)  наблюдалась положительная проба жгута и тромбоцитопения. У трёх (№№ 1199,  2021, 1176) – только тромбоцитопения (табл. 2). Несмотря на то, что IgG  антитела на ранних сроках болезни обнаруживаются в высоких титрах и у больных ГЛД и ЛД,  при геморрагической денге их титры, возможно, могут достигать более высоких уровней (№№ 2137,2094) . 

Таблица 2 
Результаты обследования сывороток больных ЛД и ГЛД в ИФА-IgG
	№ сыворотки
	Диагноз
	День болезни
	"ИФА-IgG-денге"
	Количество тромбоцитов

(х109/л)
	Результат

пробы 

жгута

	
	
	
	Титр IgG
	
	

	2095
	ГЛД
	5
	200
	126
	+

	2145
	
	
	100
	78
	+

	1185
	
	7
	6400
	67
	+

	2137
	
	
	102400
	53
	+

	2094
	
	10
	102400
	83
	+

	1188
	ЛД
	3
	3200
	​Нет данных
	-

	1199
	
	5
	25600
	60
	-

	2099
	
	
	800
	84
	

	2021
	
	6
	12800
	58
	-

	2035
	
	
	3200
	183
	-

	1187
	
	7


	12800
	157
	-

	2006
	
	
	6400
	100
	-

	2047
	
	
	12800
	142
	-

	2081
	
	
	6400
	119
	-

	1176
	
	9
	1600
	58
	-

	2093
	
	
	3200
	102
	-


Заключение

В обследовании 240 детей в Дели в 1996 году, в котором проба жгута была использована  для определения формы ЛД, он оказался  положительным у 40% детей с классической ЛД, у 18% детей с ЛД, сопровождающейся нетипичными кровотечениями, 62% с ГЛД и 64% с ШСД [11]. В другом исследовании с участием 172 тайских детей 36% пациентов с ЛД и 52% больных с ГЛД показали положительные результаты пробы жгута.  Кроме того, таковые были установлены и у 21% детей с вирусной инфекцией другой этиологии [12]. Наши результаты согласуются с этими данными и указывают на недостаточную специфичность пробы жгута для диагностики ГЛД, так как не удалось установить связь между наличием тромбоцитопении у больных лихорадкой денге, ранних IgG к вирусу денге и положительным результатом пробы жгута.

Обнаружение IgG антител на ранней стадии заболевания в сыворотках как больных ГЛД, так и ЛД говорит  о том, что развитие геморрагического синдрома  может быть не связано с ранее перенесенной флавивирусной инфекцией. В то же время, очень высокие титры G антител  у больных ГЛД, возможно, свидетельствуют в пользу того, что эти антитела  вовлечены в механизм развития геморрагического синдрома денге.
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Дни болезни

Количество тромбоцитов (х109л) у больныхЛД и ГЛД
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